ISSN — 0391 — 1675
ISTISAN 84/5

ISTITUTO SUPERIORE DI SANITA’

Corso teorico pratico:
Aspetti igienici dells produzione degli alimenti

Roma, istituto Superiore di Saniti
30 novembre - 1 dicembre 1983

Roma, marzo 1984



INDICE DELLE RELAZIONI

R. MONACELLI -~ Introduzione al Corsoc 11i

G. DE FELIP - Problemi emergenti nella igiene
della produzione degli alimenti. ' P 1-4

F. K. KAFERSTEIN - WHO Safety Programme p 9.

D. GRECO ~ Aspetti epidemioclogici del ruoclo
degll alimenti nella trasmissione di malat-

tie batteriche. p 17 -32

C. CANTONI, S. D'AUBERT, C. BERSANI - Foco-
lai di 1n§uinamento microbico nella predu-
zione e distribuzione degli alimenti carnei

e della pesca. = p 35-12{

L. VOLTERRA - Tossinfezioni alimentari da

biotossine marine. p 123

L. OREFICE - Monitoraggio microbiologico
a livello di locali, attrezzature e per-

sonale nella industria alimentare. p 135



i1

\/ A. CREMIEUX - I disinfettanti nella produzione
degll alimenti - p 151

N G. OREFICI - Significato del "portatore" nella
produzione degll alimenti. . p 167 -

'\J A. MANTOVANI - Controllo delle parassitosi tra-

smesse ' con gii alimenti di origine animale. p 175
I

\{'S. GIZZARELLI - Problemi igienico-alimentari

correlati al Vibrio parahaemolyticus. p 181

J L, TOTI -~ Problemi igienico~alimentari emer-

genti correlati a Yersinia enterocolitica e’

virus, _ p 201

~ L. CROCI, S. GIZZARELLI, L. TOTI - Metodi di
controllo della qualita igienica delle super=
fici di lavoro nell‘*industria alimentare. p 218

v D. GRECO, G.P. PIERSANTI, F. ROSMINI - Alle-
gato alla nota pef l1tavvio di un sistema di
sorveglianza delle tossinfezioni alimentari

in Italia.- _ p 235

o o o 0 O & 0 O 0o o 0 O

Direttore del Corso: G. DE FELIP



iii

INTRODUZIONE AL CORSO
Prof'. Ricecardo MOMACELLI

Direttore Laboratorio Alimerii - 1.S5.S,

l.e cAratteristiche firali Ai ur prodotto nlimnnﬁnre
soné strettamenrte correlate ad una serie di rorme igleri-
che da adottare a livello di nroduzione e Jdistribuziore;
la Joro irosseranzn, come & roto, pud compromettere 11
validita anche di matefie prime ineccepibili.

Tali norme, peralfro, ror sempre sone 1pevolmente co-
difinabili ir schemi rigidi ed immitabili, sia per la re-
cessaria elasticitd operativa derivarte da eituaviori pro-
duttive diverse, sia per 1la meolteplicitd del problemi -
ritari e tecnieci che evse coinvoigono.

Ir gquesti rortrl Ircontri verrwro foealizzati aleuni
arpetti dell'ampin tematica, frelti tr quelli Al =weriore
irteresse ¢ 11 pilt reserte sviluppo.

Augurardo ur fnvufu proficuo, desitdero rivolgoere ar
Vive rirgrariamerto ail narteciparti a4 querto Corfu-n1 i

l¢rv orgarizzatori.



PROBLEMI EMERGEMTI MELL'IGIENE DELLA FRODUZICME AtINRNTA-
RE, .

Frof. Glordano DI FELIF

Laboratorio Alimerti - I.S.3.

Cor 1'emarnnzione della legpe 283 dell'ormai lortano
aprile '62 & stata proedisposta una seorie di norme guadro
nel settore degli alimenti che, rellfattunziore praticn
da parte degli orﬁani di eortroullo, ha taloran arsorbito
parte preporderantc delle disponibllita operative nel
."MQnitdraggio" 41 prodotti firiti, prorti per il consumco,

Cid costituisce, certamente, una fase di estrems u-
tilitd; ma la tutela ipienicou-sanitaria verrebhe varifi-
cata =e anche a livello della produzicene ron venisse oo-
" stantemente praticata urtopera di puirdn, d1 sorvegliarza,
di monitorﬁggio.

E' evidente che una trattazione orpxnlcx depli "i-
Qpetti lpierici della produzione depgli alimenti” richie-
derebbe molto pin Qel tempo i disposizione ir questi ne-
stri incortri: cercheremo, pertanto, di feocalizzare in-
eieme soltanto.aicuni dl esri, tra quelli di mappiore ine
teressc ed attuallta,

E' noto 1nfatti, che una trattarziore orpganica delle
corndiziori igieriche di produzione depgll alimenti ir pe-
nere coinvolge non golo aspettl strettamente sanitari, ma
-anehe economico=-sociali ed ecologici.

Questi ultimi, in particolare, condizionano vempre
pin pesantemente la rostra problematica sl «dn costituife,
Epesso, la prima causa e l'ultimo angllo di una complessa

'serie di eventi.

+



A puro titolo di esempilo, sbffermiamoci un momento
sul problema della produzione lgienica dei prodotti car-
nei, cosl strettamente legato a quello della diffusione
di enterobatteri patogeni.

E' difficile stabilire quanta parte del problema
stesso sia legatc a situazioni ambientali - allevamenti
intensivi, eutrofizzazione dei corsi d'acqua, impiego di
mangimi importati dall'estero, contaminazioni delle afee
di allevamento - e guanta parte sia legata ad inosservan-
za delle norme igieniche nelle fasi di lavorazione delle
carni. |

51 tratta, evidentemente, di ur discorso estremamen-
te complesso.che'richiede la collaborazione di'diséipline,
esperienze e livelli di responsabilitd diversi: & altret-
tanto chiaro, comungue, cosl come & emerso dall'eSperien-'
za deglil ultimi anni. che una sorveglianza iéienica del
prodotto finito, da éola, noﬁ.pub essere sufficiente,

Avvicinandoci maggiormehte alla tematica di questl
nostri incontri, vorrei ricordare che la parola "igiene"
ha perso parte del suo-significato di origine: cid & lega-
to al progresso delie tecnologie di produzione, alla loro
crescente automatizzazione, allo sviluppo di procedimenti
automatici di bonifica degli impianti (cleaning systems),
alln utilizzazione di materiali e superfici di lavoro che
consentono pill razionali processi di detersione o disinfe-
zione, '

. Nornostante queste premesse, tuttavia, 1'esperienza
dimostra che nel tessuto produttivo si possono vefificare
e s1 verificano "smagliature“ che possono essere all'ori-

gine di caratteristiche finali dell'alimento non idonee



dal punto 41 vista igierico-microbioclogicqg ¢ che, peggio,
NOS®ONo essere causa di epiéodi tosSinfettiv;.

- Quarto sopra, pertarto, comporta la necessitd di pro-
~edimerti di pulizia, bonifica, disinfezione degli impian-
T3 «1 attrezzature che dovrebhero essere codificati su mi-
~ari, 1 fecorda del tipo di produzione.

Ltimplepo dci Adirirfettarti dovrebbe esseré *mirato"
wreche ir hase 2 verifiche periodiche della microflora ge-
reralmerte prevalerfe rei circuiti di trasformazione € pro-
duziore dell'alimento cor ricorse, ir templ prefissati o
ir relazione a segrali 4i pericolo, ad “antisetticogrammi
da esenuife.su ceppi hatterici appartenenti alla predetta
flora,

”Cié.permeftérebhe, tra l'altro, una pil razionale al-
ternanza nell'impiego di antisettici diveréi e la riduzib—
re di forme di resistenza rilevabili anche a livello di
disinfettappi.

’ A questo_prOpdsito € bene accenrare brevemente a due
aspetti, strettamente correlati, delltimpiego dei disinfet-
tantl - o artisettici -~ in gerere, ’

I1 primo concerne la molteplicita dei meccanismi d'a-
zione dl questi composti, che si esplicano a livello 4di
strutture diverse della cellula batterica.

Ad. esempio i sali quaternari di ammonio, la clorexi-
diﬂa.,la Ericarbammide, p R | fenossiefanolo modificano il
potenziale elettrico della membrara batterica e re altera-
roe i processi di ossidoriduzione e di fosforilaziore; il
fenolo e la cetrimmide, invece, interferiscono prevalente-
nerge aulla_germeabilité della. predetta membrana.

Gl1 iodati, gli ipocloriti, l'oussido di etilene, la



acqua oésigenata apiscono prevalentemente a livello di
pruppi St '

Fenolo derivatl ed alcali in genere interagisecono
cor 11 ribosio cellulare e simili, mentre la formaldeide
e la glutaraldeide esplidano la loro attivith prevalente-
mente a livello Ai aminogrunpl citoplasmatici.

- Il secorddo aspetto dell'impiepo dl antisettici in gpe-
rere, & lepnto a molteplici meccanismi di resistenza che
la cellula batterica & in grado di contrapporre a questi
composti. E!' noto, ad escmpio, che schizomicetl special-~
mente Gram negativi possono utilizzare, in seguito a pro-
cepssl Al besistenza, 1 composti fenolici quali fonti di

carbonio; -ceppl antisetticoresistenti di E.coli, Ps.aeru-

pinosa, S.aureus possono tra&formare lo ione mercurico in

 orgaroderivati volatili inattivi con mecéanismi plasmidict.

Quanto sopra indicato, iroltre, andrebbe correlato ad
operazioni ai nonitoraypio microbiologico da esepuire, se-
condo schemi prefissati per ciaucun tipo di 1mp1anto e di
produziore, a livello dei loecali, delle attrezzature, del-
le superfici di lavopo,fdelle mani, addetti alla lavora-
zione e, infine, dell'aria dei.locali.ove questé.V1cné e-
sepuita, ' | | |

Tale monitorappio andrehbe articolato 1n parte secon~
do uno schema base fisso per taluni aspetti (ad esempio
prelievi all'inizio, a metd, verso la fine dell'orario di
produziore) e in parte secondo schemi variabili da studia~
re ‘= specialmente per quanto concerne i punti di prelievo
- a seconda del tipo e volume di produzione,

11 significato ed utilitd di tali accertamenti sono

noti a tutti: va segnalato perd, che i dati sperimentali



e l'esame critico di questi dati sl scono noutevolmente ar-
ricchitl in questi ultimi anri, portando a conclusioni
spesso irteressarti e¢ talora sorprendenti.

A puro titolo 11 erempio ricorderd che l'analicsi sta-
tistich applicatn alla dicinfeziore delle mari condotta
comparativamerte cor rei tra 1 pin noti e diffusi antiset-
tiei, ha dimostratu Ia reale efficacia; nelle rormali. con-
diziori Adi impieso, di soll due Aif essi!

Come accennateo ir precedenza, tuttavia, il monitorapg-
gie, articolato fondamentalmente in sei punti, dovrebbe co-
‘sere condotto in condizioni ordirarie, salvo quindi inter-
venti di emerperza, ad irntervalli ed in quantitd prefissa-
ti strettamente correlati, ripeto, alla natura e modalitd
di produzione e all'ertitd della medesima.

Complto nor facile: =i tratta di operare in un setto-
re ove 1 dati.sperimentali "sul campo" e di conseguenra,
quelli normativi sono certamenfe lacunogi. Siamo ancora
lontani, infatti, da schemi o "piani di campioramento" re-
lativi ai problemi specifici =sopra indieati: essi potrar-
no essere sviluppatl su base collegiale, in sepuito a 1n-
dagini condsciﬁive_ed al raffronte dei Jdati otteputi in
sedi e condizioni diverse.

Relativamente al contenuto microbico dell'aria in re-
- lazione alla produzione di alimenti sono state fatte recen-
temente molte indagini. Vorrei soltanto ricordare che 11
' suo sipnificato presenta due agpetti: il primo generale
quale indice aspecifico indiretto di igienicitd 41 un de-
termirato ambiente, 1) secondo specifico da correlare ed

irterpretare in hase al tipo di alimentoc che in quell‘'am-



biente viene prodotto.

Un discorso-a parte merita la sorveglianza iglenica

deil circuiti di bonifica termica (pastorizzatori, scambia-

tori di calore, autcoclavi) e di raffreddamento: processi
di trattamento termico e di refrigerazibne inadeguatl oc-
cupano tutteora i priml posti tra le cause di insufficiente
qualitd igienica del prodotti alimentari. Recentl stati-
stiche del C.D.C. di Atlanta hanno confermato che le cause
pift frequenti di episodi tossinfettivi sono da attribuire
ad inosservaﬁze-igieniche nella preparazioné di alimenti

" a livello famillare: su 1.615 episodi verificatisi negli
U.S.A.-nei 1970, solo 104 (paril al 6%) erano dovuti ad a-
limenti prepara;i industrialmente.

Va tuttavia teruto presente che un errore igienico a

livello di_produziohe_industriaie pud costituire un vero e

proprio "centro" di diffusione di tossinfezioni di varia
natura:'a puro titdlo dl esempio si ricorda che, negli an-
ni '70, un sblo lotto di gelato contaminato procurd 14
differenti focolai tosginfettivi con 9.000 casi di salmo-
nellosi in 4 Stati U.S.A.

Pi recentemente,cleccolato al latte prodotto in Ita-
lia ed esportato in Ighilterra, ha procurato caéi di sal=-
monellosi;

In questa breve rassegna ho spltanto introdotto argo-
menti che, in maniera piﬁ ampia ed esauriente: vefranﬁo
sviluppati dai singolil relatori.

Prima di concludere vorrei soltanto far presente che
 le normative in materia, pur se attuali ed apgiornate, ri-

" vestono spesso e per -difficoltad obiettive un carattere in-



dicativo, non dettagliato. Ritengo che norme piti mirate,
con pin precisi riferimenti operativi potranno essere ela-
borate sulla base di indagini e scambi informativi comuni

ed allargati,.



WHO FOOD SAFETY PROGRAMME
pr. F.K. Kiferstein
Responsible Officer, Food Safety

Activities related to food safcty* hdve'been carried
out almost since the inception of the World Health Organi-
z&tion. The Fxpert Committee on Environﬁghtal Sanitation
held in 1955 dealt.with Food Hygiene, and the Joint FAO/
WHO Food Standards Frogramme, a component of the present
Focod Safety Programme, éame into being in 1963. Other
milestones of WHO's contribution to food safety are the
various meetinps on specific food commedities such as meat
(1961), milk (1969), fish and shellfish (1973), and on
specific subjects such as food microbiology (1967 and 1976),
food additives (yearly since 1956) and on pesticide residues
{yearly since 1961). Many of these activities have been or
are being held in collaboration with our sister organiza-
tion, FAQ.

*Food safety: All conditions and measures that are necessa-

ry,during the production, processing, storage, distribu-
tion and preparation of fqu. to ensure that it is =afe,
sound, wholesome, and fit for human consumption; also the
quality of food's being safe for consumption by man.
Mote: 1. The term "food safety" should not be confused with
"food security", a term that is used to refer to the aval.
labiiity of food. 2, The term "food safety" 1s rather new
and the terms "food hygiene”, "food protection", and "“food

Saritation" have often been used with the came 6r a similar

.



. However, when WHO began to prepare for the implemen-
tation of the Global Strategy for Health for All by the
Year 2000, it was felt that these past and onpoing activi-
ties covered too narrow an aspect‘of food safety, and did |
not significantly touch-upon many areas of public health
concern, particularly, for example, the vital area of redu-
cing diarrhoeal disease., It was thereforedecided that the
direction of the Food Safety Frogramme should be reoriented,
and that convening an Expert Committee to deal with all’
aspects of food safety could help the Organization to bet-
ter define its relative priorities in this field.

In'pianning for this Expect Committee it’'became obvious
that much was to be gained 1in Joining forces witﬁ FAO, which
also has a long history of consumer protection through its
food quality control act1v1t1es. .

This Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Safety
which met in Geneva from 30 Hay to 6 June 1983 noted that_
for several decades pgtional and international agencies
have fought-the hattle to improve.the'heﬂth for all the
peoples of the world. Aiﬁhough substantial progress has
heen made, much more needs to be done if the goal of
Hedth for All by the Year 2000 is to be met. In particular,
| the impact on health of food-borne illlness associated with
contamination of the food supply has not been well recog-
nized by.national governménts or qffectively épprbached
by international organizations., To a significant extent,

L]

meaning, although usage varies in different regions of the

wofld.
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the obiquitous nature of the.problem has made it less visi-
ble than the more dramatic but 1es$'glob511y significant
outbreaks of other diseases which have received pgrester at-
tention .and resources than food safety. Indeed the Alma-

Ata Declaration in 1978 only implicitly considers food

safety as an essential component of PIIC rather than adres—
sing it explicitly as a major componeﬁt_bontributing sig-
nificantly to diseése prevention and health:promotion.
There was in 1980 alone more than 1,000 million cases of
acute diarrhoea in children under 5 in the developing
world (excluding China). Of these, 5 million children died.
at a rate of 10 diarrhoeal deaths every minute of every '
day of every year. A substantial number of these are caused
by food, directly by microbiologicél contamination and in-:
directly by reducing nutfitional status in marginally nou-
rished children. When one adds to this total noh-d;arrhetic.
foodhorne diseases such as botulinum, typhoid an& parasiiism
as well as the chronic effects of chemical contaminations
of foods, the number of affected people and its impact of
function and wellbeing is appalling. | |

Equally important is the effect of such widespread
acute and chronic_debilita?ion on the ecohomy and‘financial
conditions of the world cdmmﬁnity. The Expert Committee
noted  for exaﬁple;‘that in 1977 the total ioss attributable
to salmoncllosis in Germany (FRG) was DM 240 million. In
‘the US alone, over US$ 65 million of food were rejected for
entry in a one three- month period. In the developing world,
with more marginal economies, the impact of such lossesl

pust be.devastatlng.



In subsistence economieg, at the level of individual
family unit, foodborne diseace can also be catastrophic.
Debilitating illness at the time of planting or harvest
may result in nearly total loss of crops not only for sale
but also for family use, |

In the last 40 years, international organizations

_héye producee A larpe number of documents, techrical reports

and initiated many programmes to deal with this issue. Yet
in spite of this effort, foodborne illness continues to
increase in_the world. The reasons for this are non well
known, but may be associated with the relatively fragmented
nature of.the programmes, the difficulty of convincing
natiornal govern&ents of its importance, and mbst'signifis
| cantly, the lack of recognition that the solution to the
problem requires tﬂe-coordinatidh of a spectrum of skills
including eccnomics, sppiolegy_and=anthropology as well as
the_more tradit1ona1 disciplines associated with this 1issue.
This situation stresses the need for international organi-
zations to continue to expand their efforts to cooperate
with member countries in food safety, taking into conside-
ration theib'particqlar.pubiie-health needs and foregoing
~difficulties ahd eoﬁtraintSein this complex rield..
- It was for this reason that this €ommittee was brought

'together to address. these issues from. as wide as possible

a view of the problem. Because of the detailed evaluations
of the problem 1ncorporated in the large number of previous
technical reports'of'FAO and WHO the Committee decided to
concentrate on issues not previously well considered and

on the development of 1proad strategy useful to policy-

LoE 2 ¥
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makers in constructing and developing international and na-
tional programmes.

In its discussion the Committee concentrated on a
hazard evaluation desigred to elucidate possible factors
involved in the natural history of foodborne disease. It
concentrated particularly on the cultural practices and
eéonomic preSsures leading to increasing hazards ascsocia-
ted with food. By so doing, the Committeé believed that
appropriate programmes could then be developed to modify
these behaviours within the context of the prevailing
éulture and social conditions. The Committee also recogni-
zed that a single programme could not be constructed for

.all cocletles since states of economic and socinl deve-
lopment had to be primary determinants of any such propgram-
me.

To help in thé establishment of this effort, the Com-
mittee proposed a sprategy bésed on the accumulation of |
information; including research’ aiid technology, and inter-
ventiors including evaluation, These in turn have been ine-
corprated in a series of reccemmendations desigred to faci-
litate the implementation of the strategy.

Certain points were emphasized in the strategy. First,
that it solution to food coﬁtamination problems must be
based on knowledge of culture and economic practice and
on irformation concerning incidence and causes of the di-
sease. Second, that both national and local interventions
were needed and that well coordinated and rational legi-
slation and regualtions, rigéﬁsly enforced by trained, in-

corruptible officials were essential.

1
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Furthermore, food safety must be an integral part of
brimary health care, and must be based on appropriate edu-
cation and information for the public in general and mothefs
in particular. At the internationélllevel, coordination and
common direction was essehtial not only between.agencies
but within each agency. While_muéh could be done with exi-
séing knowleﬁge»and technology, substantial research was
required to simplify and codify laboratory and other methods
of investigation, on information collection as well as in
the developmeht of 6ther complex technologies (e.g. irra-
‘diation) to the special problemé of developing societies.
The develobment of appropriate criteria for evhluétioﬁ and
the performaﬁhg of such evaluations at all 1evels-are cen-
tral to the sucqess_of any prograﬁme.

The Committee émphasizeg that consideration of cost
and benefit were essential at each point_inlthe decision
process. Further, tHe Committee also made clear that no
conflict existed between the effort to provide enough food
to populations and the effort to provide safe food. Indeed,
it was clear, the prograﬁme to assure food safety could
only result in increasing food supplies by decreasing'losses
due to spoilage and nontaﬁination.

Illness, and lack of wellbeing leading to reduce eco-
nomic productivity due to contaminated food is one of,
perhaps the most,widespread. health problems 16 thé contem-
porary world. The solution to this problem must be one of
the ‘major priorities of national and international health
agencigs and can only be successfully handled if the primary

health care approach is being utilized. The Committee
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believes that its report may help policy makers in develo-
ping appropriate national and international

programmes to resolve this problem.
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Aspetti epidemiologici sul ruolo degli alimenti
nella trasmissione di malattie batteriche.

Dr. Donato Greco
Laboratorio di Epidemiologia e Biostatistica - 1.§.S.

1, Avvertenze

- Questo scritto raggruppa appunti per la lezione specificata in
copertina. Non vuole essere quindi una completa trattazione sul
.tema, ma un supporto di lavoro per lo studente che si accinge ad
applicare i mel-tod'i epidemiologici alle indagini sulle tossinfezioni
alimentari. L'ultima parte include la proposta operativa per un
primo passo per costruire un siema nazionale di sorvealianza delle
tossinfezioni alimentari; chi ne fosse interessato é pregato di
contattare i punti di riferimento indicati.

2. Obiettivi di un'indagine epidemiologica

Perché eseouire indagini epidemiologiche? Non basta l'esame
clinico-mic robiclogico degli alimenti e 1'ispezione igienica?

Non basta; 1Yindagine epidemiologica & necessaria per tre
obiettivi:

1. Prevenzione e controllo delle malattie
2. Conoscenza dell'etiologia e dell'epidemiologia della malattia
3. Raccolta di elementi per la programmazione degli interventi.
Nel nostro paese lattuale sistema informativo sulle tossinfezioni
“alimentari non permette la costruzione di un adeguato quadro
nazionale.
Molte volte sono le conseguenze gravi (qualche decesso) o
quelle legali a mettere in luce un evento che altrimenti sarebbe
- Passato inosservato; all'epidemia si r‘isponde in modo drammatico e
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spesso cieco: sequestri, antibiotici, disinfettanti ed isolamento sono
le tre armi tradizionali che ven gono drasticamente usate: all'epidemia.
fanno seguito riunioni, commissioni, relazioni, promesse di buone
intenzioni e richieste di maggiori fondi alle autoritd regionali,

Molto rara & lindagine epidemiologica: in genere c¢i si ferma
alla identificazione dell' "untore"; si isola un germe in un alimento,
non necessariamente 7l colpevole, e si imputa tutto a lui. _

E' invece noto che le epidemie di Tossinfezioni Alimentari
(T.A.) non sono legate alla mera presenza di un virus o di un
batterio, ma all'alterazione dell'equilibric tra questi, 1'ambiente e
Vospite; alterazio-ni sempre ricostruibili neli'ambito delle procedure
e del personale che maneggia i cibi.

Gl alimenti non sono materiali sterili: la presenza di germi &
normale e Spesso benefica; la tossinfezione insorge peri:hé errori
nelle procedure o nelle persone o nelle fonti di alimenti permettono
la contaminazione e -la moltiplicazione in dose patogena di agenti
infettivi o di tossici chimici, |

E' quindi indispensabile, a fronte di un'epidemia di T.A., non
soltanto identificare 1l'agente, ma charire la fonte ed i modo dj
trasmis-sione,

In questa nota si tratteranno gli elementi basilari della indagi-
ne epidemiologica rimandando ai testi della letteratura per un
maggiore approfondimento.

3. Definizione

Per epidemia si intende un numero di casi di una malattia in
un certo tempo ed in un certo spazio che ecceda il 'numero atteso
nello stesso tempo e spazio.

. In assenza di una stima dei casi “attesi" & difficile definire
un'epidemia; nel caso delle T.A. in Italia, T'assenza di conoscenze
sull'endemia renderebbe impossibile il riconoscimento di un'epidemia.

Dovremmo quindi accontentarci della defipizione di "clusters"”
spazio-temporali dello stesso tipo di iufezione, per identificare
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V'epidemia, lasciando all'epidemidlogo il compito di verificarne la
reale esisten-za,

Per la verifica dell'epidemia, 1'epidemiclogo dovra cercare di
ricostruire la "linea di base" del fenomeno; se 2 chiamato per un
numero insolito di isolamenti di una certa salmonella, dovra cercare
di sapere gquante di quelle salmonelle sono state isolate negli ultimi
12 mesi.

4, Metodi di_indagine

4.1. I _ch'segno

Lo studio limitato ai soli casi coinvolti nell'epidemia va senza
dubbio escluso perchg2 non permettera mai di identificare i fattori
di rischio della malattia.

Lo studio sull'epidemia & sempre retrospettive: i1 modello
caso~-con-trollo, quindi, sarebbe 1l tipo di studio ideale. '

Si tratta d'i_ verificare la storia di esposizione dei casi a possi-
bili fattori di rischio (esposizione a contagio,-consumo di alimenti,
ecc.) e di confrontare questa esposizione con quella della popolazio-
ne "sana”. '

Essendo impossibile indagare tutta la popolazione per ogni
evento epidemico, si chiameranno a rappresentare questa popolazio-
ne un gruppo di "controlli" comparabili ai "casi", tranne che per la
malattia (sono sani). Per essere sicuri che i controlli siano simili,
per quanto riguardé caratteristiche personali o di comportamento ai
casi (sarebbe inutile porre come controlli di una popolazione infanti-
le un gruppo di adulti!) si userd la tecnica dell'appaiamento (Match-
ing).

Si appajerd, cio®, ad ogni caso un controllo della stessa fascia
di etd, dello stesso sesso, della stessa residenza.

L'uso attento del Matching potrebbe purificare i controlli da
errori sistematici; se sappiamo che l'etd & un fattore rilevante nel
- rischio di ammalarsi (come 1o 2 in molte malattie infettive), appaian-
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do per fasce di etd (caso e controllo, per esempio, nella stessa
decade di etd), eliminfamo un fattore che, se diverso tra casi e
controlli, avrebbe potuto mascherare, nell'analisi, vere differenze
attribuibili a reali fattori di rischio.

Purtroppo in molti casi vi sono ragioni che inducono a dubitare
della reale possibilita di trovare controlli appaiatf rappresentativi,
nella stessa popqlazione: infatti se da un lato non 2 semplice stabili-
re che il controllo sia suscettibile allinfezione e non ne sfa stato
colpito, dallaltro il caso 2 tale non solo perch? vittima di aggressio-
ne microbio-?ogica, ma spesso anche perché particolarmente recettivo
per disordini immunitari, spesso difficflmente documentabili.

Se si riuscisse ad ovviare a questi inconvenienti (ad esempio
appafando per otd, sesso e reparto), il modello caso-controllo sard
senza dubbio da preferire agli altri. ‘

Un'alternativa valida 2 costituita dal modello df coorte.

Definendo per coorte, ad esempio, tutti i partecipanti ad un
banchetto, o tutti i consumatori di un cibo in un negozic in un
deter-minato periodo di tempo. . _

I confronto tra il tasso di attacco tra gl esposti al fattore
rischio che noi sospettiamo associato all'epidemia, con 1l tasso tra i
non esposti a questo fattore, pud dirci se esiste o no associazione
tra epidemia e fattore.

4.2 Cosa indagare

Va ricordato che per epidemia definfamo un evento “anormale™;
quindi per trovare la fonte ed il modo di trasmissione dobbiamo
andare ad indagare eventi "anormali" avvenuti intorno al periodo
antecedente 1'inizio del tempo di incubazione medio della malattia in
questione, calcolato a partire dal picco centrale della curva epidemi~
ca. Un'epidemia di salmonellosi richiederd indagini relative al perio-
do che -va, ad esempio, dal 10° al 2° gforno prima dell'epidemia,
mentre un focolaio di epatite richiederd indagini mirate al periodo
dalla 3° alla 5° settima-na prima dell'epidemia.



E' importante, quindi, andare allla caccia di eventi speciali
che possono aver causato l'anormalitd epidemica.
 L'attribuzione diretta di responsabilits a palesi irregolarita
spesso costantemente presenti non & giustificata ed & fuorviante.
Non basta quindi dire che nel locale c'®¢ poca pulizia, che gli
operatori non si lavano 1@ mani o che le tecniche di igiene non sono
propriamente osservate se queste cose avvengono "normalmente”.
Dobbiamo invece individuare eventi ndovi verificatisi nel
periodo in studio; 1'arrive di alimenti infetti, cambi di procedure o
di personale, etc.
_ Sostanzialmente conviene dedicarsi a cid che & cambiato in
" quel periodo, piuttosto che elencare probabili fonti di infezioni
sempre presenti,

4,3. Gli screenings

Tra le misure ‘“cieche" che le epidemie di T.A. scatenana,
sono frequenti. gli screenings microbiologici o sierologici sucli
-alimentaristi e T'uso di massa di chemjoprofilassi.

E* forse superfluo ricordare quanto queste pratiche non hanno
nulla a che vedere con le indagini epidemiologiche.

A meno che 1lindagine stessa non richieda 1esecuzione di
analisi batteriologiche, ad esempio per ricostruire la catena di
tr‘asm'issione'deﬂ'infezione, tali indagini non vanno estese al di la
dell'indispensabile clinico-diagnostico. _

Vanno anzi fortemente scoragoiate perché, oltre a creare
facilmente false piste con 1'individuazione di innocenti portatori
sani, offrono al personale ed ai responsabili falsi sensi di sicurezza,
distraendoli dalle preoccupazioni sull'epidemia.

Tra V'altro il rapporto tra colonizzazione e malattia, per molte
T.A., non & ancora note, cost come difficili sono le relazioni ospite-
agente, per cui informazioni sporadiche, scaturite da screening,
_ Sarebbero ben difficiimente utili alla conoscenza dell'epidemia.



5. Schema operative per indagini sulle epidemie.

5.1. Definizione di caso

Dimostrare e verificare la diagnosi con criteri standardizzati
(griglie diagnostiche, protocolli, ecc.).

5.2. Confermare 1'esistenza di un'epidemia

Verificare dai dati preesistenti i casi attesi e confrontarH con
gli osservati.

5.3. Caratterizzare l'epidemia per spazio, tempo e persona

Costruire una curva epidemica con le date di {nsorgenza dei
sintomi, stimare il tempo medio di durata di malattia e di incubazio-
ne {moda, mediana); definire V'origine del picco epidemico; emettere
ipotesi sulla fonte e sulla trasmissione. _

_ E' fonte unica? Comune a tutti i casi? E’ un contagio persona
a persona? Vi & un caso indice? Vi sono picchi di casi secondari?
Qual'? 11 tasso di attacce? Quale quello di etd specifico e sesso
s pecifico?

5.4, Identificazione della fonte e del modo di trasmissione

Alla Juce delle notizie fin qui raccolte emettere ipotesi sulla
fonte ed eventuale modo di trasmissione. Inserire a questo punto
eventuali indagini ambientali o di altra natura per verificare le
ipotesi formulate,

5.5. Identiﬁtazione della popo1atione a2 rischio

Qual't la bopoIézione che & stata realmente esposta a 'rischiq?
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Definire in modo standard i critéri di appartenenza o meno a questo
gruppo. Definire la reale suscettibilita a rischio eliminando, anche
sulla base di dati di laboratorio, quelli gia immuni o protetti dal
rischio.

5.6. Definizione del disegno di studic e raccolta dati individuali

Questa fase del lavoro non necessariamente segue la sequenza
indicata: di volta in volta si decidera quando Tinformazione raccolta
sard sufficiente ad emettere ipotesi e quindi a scegliere il diseano
di studio necessario per verificare questa ipotesi.

' I disegni tradizionali dell'epidemiologia trovanc aplicazione
nelle epidemie: {1 caso-controllo, lo studio di coorte, gl studi
trasversali di prevalenza, gli studi prospettivi, ecc.

ta patologia epidemica che generalmente ha frequenze modeste
su grande numero di esposti, difficiimente offre utili applicazioni di
studi prospettivi, mentre V'approccio retrospettivo sia caso-controllo
che coorte, nella maggioranza dei casi si presta alle dimostrazioni
_del ruolo di fattori di rischio sulla malattia.

Gl studi di sieroepidemiologia invece utilizzano quasi sempre
1o schema di prevalenza trasversale.

5.7. Raccolta dati

Un questionario, che verrd somministrato sia ai casi che ai
controili, sia ai malati che ai sani, sarad 11 supporto standardizzato
di raccolta delle informazioni individuali. Un questionario precodifi-
cato semplifica 1'elaborazione anche se questa & fatta manualmente.

Durante un'indagine epidemiologica sulle malattie acute sard
necessario ottenere dati da pil fonti, oltre al questionario indivi-
duale: dati di laboratorio, cartelle cliniche, dati ambientali, atmosfe-
rici, ecc.

E' sicuramente importante rifiutare 'abitudine di “raccogliere”
tutti i dati dis ponibiﬁ; va raccolto quante & utile alla dimostrazione



dell'ipotesi formulata: non ha senso raccogliere informazioni che
"potrebbero in futuro essere utili" quando si & gia formulata una
precisa ipotesi. |

Questo & particolarmente vero nell'uso del questionario: la
popolazione, specialmente quella coinvolta in un'epidemia, . non
accetta facflmente visite ed interviste; queste vanno quindi limitate
soltanto ad informazioni utili all'epidemia in oggetto.

Va ‘ricordato inoltre che i dati raccolti vanno utilizzati in
forma sintetica: non vanno raccolte quindi informazioni che hanno
una frequenza troppo bassa per essere utiimente tabulate. '

6. Studio di un'epidemia

6.1, Descrizione

L'analisi dei casi secondo i criteri di spazio, tempo e persona
gia menzionati, pern{ettera di ottenére un quadro della situazione
epidemica indispensabile alla formulazione di ipotesi.

La lettura della curva epidemica {un semplice istogramma con
il numero dei casi rispetto al tempo in cui si sono manifestati), pud
da sola fornire utili indicazioni per comprendere i1 modo di trasmis-
sione e 12 fonte dell'epidemia.

Infatti T'esposizione ad un‘'unica fonte infettante porterd, dopo
il tempo di incubazione, ad un unico “picco” epidemico, mentre un
contagio da persona a persona, o da fonte persistente porterd ad
una curva pib appiattita. La conoscenza del tempo di incubazione
della malattia permette una lettura della curva epidemica molto pid
approfondita: pud permettere 1'identificazione del caso indice (il
caso da cui scaturiscono gli altri casi), e pud far "mirare" 1'indagi-
ne sul contagio nell'esatto periodo in cui questo & avvenuto (stima-
to sottraendo al punto centrale del picco epidemico 1 tempo di
incubazione medio). | '

- E' essenziale che la curva epidemica non sia costrutita con le



date di notifica dei casi, ma con le date di insorgenza della sinto-
matologia infettiva per ogni caso.

6.2. Denominatori

Lo strumento pili potente nelt'analisi di un'epidemia di T.A, 2
il tasso di incidenza, definito dal rapporto tra numero di nuovi casi
di infezione e popolazione a rischio. Una volta definiti chiaramente
i casi non vi saranno problemi per 11 numeratore: problemi sorgono
invece nella definizione del denominatore. Chi 2 la popolazione a
rischio di infettarsi? in che periodq? come la identifichiamo?
- Se i1 nostro episodio riguarda una particolare cena in un
ristorante i1 denominatore sara composto da tutti coloro che hanno
partecipato a quella cena; se sospsettiamo un'epidemia a fonte
idrica dovremo includere nel denominatore tutta la popolazione che
fa uso di quel sistema idrico;

6.3 L'apalisi _ .

I tassi pit usati nello studio dell'epidemie sono i tassi di
attacco {tassi di incidenza percentuali}: questi saranno specifici
(etd specifici, mansione specifici, cibo specifici, ecc.); la specifici-
ta dei tassi permette infatti di valutare 11 peso di singoli fattori di
rischio, confrontando 1 tassi di attacco tra gl esposti e i non
esposti al fattore stesso.

Se per esem pio voghamo evidenziare 1l ruclo di un particolare
alimento (dolce alla crema) tra i clienti. di un ristorante, dovremo
avere il seguente schema:
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Infettati Non infettati Totale -
Hanno mangiato i1 dolce A B A+ B
Non hanno mangiato 1] dolce c D - C+D
Totale : A+C B+ 0D

I1 tasso di attacco per i clienti che hanno mangiato i1 dolce
sara dato da:

A/A+B %

E' evidente che, da solo, questo tasso non “incrimina' 9l
dolce, anche se & alto; per poter dimostrare il ruold del fattore di
rischio dovremo confrontare questo tasso con 1l tasso di infezione
tra clienti che non hanno mangiato i1 dolce; dato da:

C/C+D %

Infatti V'origine dellinfezione potrebbe risiedere in un altro
alimento, per cui lalto tasso di infezione tra i mangiatori di dolce
non 2 altro che lo stesso tasso degli altri clienti de! ristorante.

"Nel caso, invece, che la differenza tra i due tassi sia statisti-
camente significativa, si pud concludere che i1 fattore di rischio 2
associato con l'infezione.

L'associazione dimostrata non & dimostrata come “causale™ ma
semplicemente come associata: nel caso precedente potremo soltanto
concludere che i1 dolce 2 associato con 1'epidemia, ma non che T
doice & "causa" dell'epidemia.

Perch® sia dimostrata la differenza tra i due tassi (mangiatori
e non mangiatori) & indispensabile usare test statistici.

Nell'esempic su dimostrato si userd il metodo del Xz, apposita-
mente costruito per tabelle di questo tipo.

Una stima del rischio di “infettarsi che abbia 1l paziente che
abbia mangiato i1 dolce, potrd essere dato dal! Rischic Relativo;
definito come 1] rapporto tra i1 tasso di incidenza negli esposti ed 1l
tasso di inciden-za nei non esposti, nel nostro esempio: |



RR = A/A+B
C/C+

I fattori di rischio non hanno mai un ruolo indipendente nelle
T.A.; per cul esisteranno spesso pil fattori che concorrono all'e-
vento ed ancora pill fattori saranno combinati tra di Yoro.

Per evidenziare i1 “"peso* che 11 nostro fattore di rischio ha
nel determinismc dell'infezione possiamo usare il Rischio Attribuibile;
definito come la- differenza perc'entua1e tra Vincidenza di infezione
negli esposti e 1'incidenza dell'infezione nei non esposti.

Nel nostro esempio:

RA= A _ C
A+B C+D

E' evidente che 1l modello di analis{ appena discusso si applica
a studi ove 2 possibile stimare V'incidenza del fenomeno, cioé gli
studi di coorte,

Non 2 applicabile agh studi caso-controllo in cul andiamo a
cercare 1'esposizione al fattore in casi e controlli; per cui potremo
parlare di “incidenza" del fattore di rischio e non dell'infezione.

Per stimare i1 Rischio Relativo quindi usiamo un'approssimazio-
ne matematica, detta Rapporto Incrociato. )

Nel nostro esempio:

RI=Ax D
B x C

Anche in questo caso 1'associazione tra esposti e fattore non 2
necessariamente causale, e la bontd del risultato dipenderd dall'ac-
Curatezza con cui sono stati definiti i casi della comparabilita dei
controlli con i casi.

7. Un possibile schema per 1a relazione di un‘indagine su un'epi-
| demia

A ‘conclusione di un'indagine epidemiciogica sara indispensabile
redigere un rapporto; se ne presenta uno schema.
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Nota per l'avvio di un sistema di sorveglianza
delle tossinfezioni alimentari in Italia.

Dr. Donato Greco
Laboratorio di Epidemiclogia e Biostatistica - I.S.S.

1. Introduzione

Nel nostro Paese ogni anno sono segnalate alcune migliaia di
casi di tossinfezioni alimentari (dati ISTAT). Sono segnalati oltre
diecimila ijsolamenti 1anno di salmonelle, Circa quattromila 1'anno
sono i casi di tifo. Almeno 5 miloni 1'anno sono le stime di gastro-
enterite. ' _ _

Purtroppo a monte di una cosl ampia fascia di patologia,
seppure sommariamente stimata, non si dispone dell'informazione
epidemiclogica sufficiente a delineare i1 ruolo degli alimenti su tanta
patologia umana. ‘ _

La recente trasformazione, inoltre, dei servizi di sanitd pub-
btica ha portato un inevitabile disorientamento degli operatori, con
ulteriore danno al sistema informativo.

Queste considerazioni.spingono a considerare la possibilita di
avviare un lavoro che porti alla costruzione di un funzionale e
moderno sistema di sorveglianza delle tossinfezioni alimentari (TA).

2. Obiettivi

Objettivi di questo sistema sono:
2.1 Prevenire e controllare e TA.
2.2 Conoscere l'etiologia e 1'epidemiologia delle TA.
2.3 Ottenere informazioni per la pianificazione degh interventi.
2.4 Va'lutare.'l'effetto delle misure prese sull'andamento del fenomeno.

E' evidente che questi obiettivi non possono essere immediata-
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mente raggiunti, ma devono essere considerati obiettivi "a regime",
postulando diverse fasi del programma. |

E' anche vero che non si parte da zero: nel Paese esiste una
ricca e forte tradizione di impegno sulle TA, con esperienze molto
valide e funzionanti. |

Un primo obiettive a medio termine potrebbe essere quindi
quello di costruire un sistema informativo volontario a livello nazio-
nale basandosi sull'esistente: sulle strutture gid operanti e sulle
informazioni che sono raccolte routinartamente.

3. Metodi

Lo schema della Figura 1 mostra un possibile flusso dell'infor-
mazione,

In caso di segnalazione di sospetta TA la USL o il Servizio
agird come us"uaTmente fa; 1 provvedimenti amministrativi seguiranno
l'abituale routine,

L'unica novitd consisterd nel segnalare l'episodio all'lstituto
‘Superiore di Sanita (ISS), Centro de)l coordinamento nazionale,
attraverso un'apposita scheda che verrd compilata alla fine dellin-
dagine epidemiologica.

L'uso di moderne tecniche epidemijologiche nell'indagine di
episodi di TA non 2 obbligatorio ma viene fortemente raccomandato:
soltanto con una corretta applicazione di metodi epidemiologici &
possibile ottenere informazioni scientificamente valide sulle cause
dell'epidemia. | '

Allo scopo di favorire 1'omogenec uso di queste tecniche, si
allestiranno $pecifici protocolli di indagini epidemiologiche. Per lo
_ stesso motivg 2 disponibile Tassistenza in loco di epidemiologi
dell'ISS secondo le abituali modalita.

3.1 La scheda

La " scheda pr;evista raccogliera la sintesi dell'indagine: 1la
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prima parte riguarderd Vepidemiclogia (si sottolinea 1'esigenza di
raccogliere T'anamnesi alimentari sia per 1 casi, che per coloro che
hanno mangiato To stesso cibo, ma non si sono ammalati).
La seconda parte raccoglierd la sintesi dei dati di laboratorio.
Sara gradita, comunque, ogni segnalazione anche se non fosse
possibile dimostrare l'etiologia alimentare per via epidemiologica e/o
microbiclogica.

3.2 La restituzione dei dati

Il sistema di sorveglianza & volontario e riservato. Saranno
invitati ad aderire: i Presidi Sanitari Pubblici che vengono a contat-
to col problema per competenza d'ufficio. ' |

Presso il Centro di coordinamento nazionale sara costitufto un
archivio computerizzato, permanentemente interrogabile su richiesta
dei partecipanti al sistema purché ne venga fatta ﬁchiesta scritta
(sono escluse le informazioni di identificazione). (

Resoconti trimestrali saranno pubblicati su uno speciale numero
del Bollettine Epidemiologico Nazionale (BEN) che settimanaimente
raggiunge circa quattromila punti del Servizio Sanitario Nazionale.

Tutti i partecipanti al sistema saranno d'ufficio e gratuitamente
abbonati al BEN. '

Il BEN sara leto di‘osf)itar-e contributi, segnalazioni epidemiche
o altro - materiale di interesse epidemiologico e microbiologico sulle
affezioni da alimenti che singoli autori vogliano inviare, previo
contatto diretto con la redazione,

3.3 Riservatezza dei dati

Saranno escluse da ogni analisi o interrogazione le informazioni
che permettono di identificare Je persone, le istituzioni, le ditte,
gli esercizi che hanno inviato le schede o sono risultate coinvolte
in episodi di tossinfezione,

Ove 1 singoli partecipanti lo voglianoc, potremo segnalare con



breve nota episodi epidemici sotto propria responsabilitd sul BEN.
L'accesso ai dati sard ammesso soltanto af partecipanti ed alle
‘autoritd di ufficio competenti nel settore.



- 35 - )
FOCOLAI DI CONTAMINAZIONE MICROBICA DURANTE LA LAVORAZIONE

DI PRODOTTI ALIMENTARI DI ORIGINE ANIMALE
Prof.. .C. Cantoni, Dott.ssa S, d'Aubert, Dott.ssa C.Bersani
Isfituto di Ispezione degli alimenti di origine animale
Universitd degli studi di Milano

. Facoltd di Medicina Veterinaria

CARNI E PRODOTTI DERIVATI

Caratteristiche fondamentali

L'Aw & il fattore principale della conservabilité.degli
alimenti. La carne fresca ha un elevats contenuto d'ac-
qua corrispohdente ad una Aw di 0,99 - 1,00 che & favorevo
le allo sviluppo di tutti i microrganismi, ad eccezione de
gli alofili. |

La carne contiéne acqua in quantitd pari a circa il 75% e
in qﬁesta sono disciolte una certa quantitd e varietd di
sostanze nutritive, di conseguenza la carne & un ottimo
terreno di crescita per i microrganismi che la contamina-
no, soprattutto i batteri.

Lo sviluppo dei microrganismi nella carne avviene soprat-
tutto a carico dei costituenti solubili cﬁme i carboidra-
ti, l'ac. lattico, gli aminoacidi, i composti azotati qua-

ternari.
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Una idrolisi significativa delle proteine strutturéli non
& mai stata riscéntrata durante 1# degradazione della car-
ne.~

Un secondo fattore da cui dipende la conservabilitd della
carne & il potenziale redox.

Quando, dopo la morte dell'animale, cessa l'apporto di é¢s-
sigeno ai tessuto muscolare o ai parenchini, in seguito al
1'arresto della circolazione sanguigna, il contenuto di os
sigeno logicamente diminuisce e cosi il potenziale redox
del substrato con formazione per via anaerobica di ac. lat
tico.

Ltacidita sviluppatas#ﬁnibisce ulterjormente il metabolis-
mo muscolare che, tuttavia, continua per parecchi giorni
dopo 1la morte, anche alla temperatura di refrigerazione.
Tranne una porzione superficiale, non superiore ai pochi
millimetri di penetrazione dell'ossigeno ambientale a con-
tatto con la superficie carnea, la parte pid interna diven
ta anaerobica entro poche ore dalla morte. Di conseguen-
za mentre sulla superficie si sviluppano solo germi aerobi
o aerobi-anaerobi facoltativi, nella parte interna possono
moltiplicarsi solo gli anaerobio-facoltativi o quelli ob-
bligati. .

Quando la carne & porzionata o tritata allora si ristabili
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scono delle condizioni aerobiche, mentre se viene confezio
nat#, si riformano condizioni d'anaerobiosi,

La flora microbica presente riflette allora 1le variazioni
dei condizionamento subito dall'alimento carneo, |
I1 pH della carne, terzo fattore importante per 1a conser-
'vgzione, pud variare naturalmente da 7,0, che 2 up PH otti
maie or le sv11“PP9 dei germi saprofiti e patogeni, fino
a 5. .

Valori di pH prossimi a 5,5 da soli o in combinazibne con

altri, possono rallentare o inibire lo sviluppo batterico

che non & comunque totalmente soppresso perchd, sia gli

Pseudomonas, che delle Enterobacteriaceae e delle Lactoba-
=£x20ba

cillaceae possono svilupparsi,

Le quantitd dji ac. lattico dipendono da quelle iniziali dji

glicogeno presenti nel muscolo o nei parenchini prima del-

la morte. Il valore di pH pud essere alto se la carne pro

viene da animali stancati prima dell'abbattimento (carni

D.F.D.).

In un muscolo riposato, quasi tutto il glicogeno presente

viene trasformato in acido lattico dopo la morte e il nH

si aggiusta intorno al valore di §,S5.

Tra particolari animali, soprattutto suini, suscettibili

allo stress, il glicogeno muscolare viene rapidamente jdro-
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lizzato, il pH cade rapidamente ed il tessuto muscolare

cambia velocemente di colore ed emette acqua (P.S.E.).

)

Metodi di conservazione_

La carne & un alimento facilmente deperibile e i microrga-
nismi vi si possono moltiplicare rapidamente rendendola in
commestibile, o talvolta, addirittura pericolosa, Sono
stati quindi messi a punto diversi sistemi di conservazio-
ne:

Refrggerazione: N o

1) ca}cassa

2) tagli freschi

3) tagli sottovuoto
'4) carne trita

Congelazione '

Surgelazione

Essiccamento

Salagione

Flora iniziale

Ad eccezione della superficie esterna, del tratto gastro-
intestinale e del tratto respiratorio, i tessuti degli ani

‘mali sani non contengono o contengono solo pochi micror-
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ganismi.

La ;alute degli animali e il loro stato di pulizia della
mattazione dipendono da fattori ambientali di allevamento
e sanitari.

La carne,-dopo 1'abbattimento dell'animale, si contamina
per contatto: con la pelle, le mani degli operatori, at-
trezzi, utensiii,;on acqua di lavaggio.

La composizione della flora della carne riflette le varie
fonti &i contaminazione e 1'efficacia delle norme igieni-
che nelle quali viene eseguita la mattazione.

Le principali lavorazioni della carne consistono nella ma-
cellazione, ne11a sezionatura,nella porzionatura e nel raf
freddamento.

La prima fonte importante di contaminazione della carhe 8
rappresentata dalla cute dell'animale.

La contaminazione batterica della cﬁte.comprende la flora
autoctona (stafilococchi, stmptococchi, corineformi) e i
batteri di origine tellurica e fecale,

Altre fonti di contaminazione durante la tolettatura delle
~carcasse sono gli attrezzi, gli utensili, il vestiario, le
mani dei lavoranti e l'acqua usata per il lavaggio delle
carcasse.

. Alcuni microrganismi di origine umana raggiungono la carne
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tramite queste vie ma, se si mantiene un ragionevole stan-
dard igienico di lavorazione, la confﬁminazione da queste
fonti & trascurabile rispetto a quella costituita dall'ani.
male in se stesso.

Sono stati fatti dei tentativi per diminuire la carica bat
terica delle carcasse ma senza successi tangibili; tutta-
via dei trattamenti spray, almeno sperimentalmente, hanno
permesso di ottenere dei risultati lusinghieri.

I1 livello di contaminazione delle carcasse & di solito
pill basso entro le cavitd che sulle superfici esterns.

La pratica di rimuovere le ossa della carcassa pfima della
refrigerazione (dissanguamento & caldo) permette una refri
gerazione pill rapida e una minore moltiplicazione batteri-
ca. Ma, in pratica, questa modalitd di preparazione del-
le carni, deve essere‘effettuata con cura per evitare, sé
si adottano modalitd non igieniche, una contaminazione pid
elevata di quanto non avvenga operando normalmente.
L'effetto della refrigerazione sulla flora.batterica dipen
de da diverse situazioni.

La refrigerazione rapida a basse temperature con élevgta
velocitd dell'aria e con bgssa umiditd pud ridurre la cari
ca batterica,

In condizioni meno rigorose, si pu6 verificare lo sviluppo
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di psicrotrofi che possono cosi modificare 1la loro percen-
tualé rispetto ai mesofili,

Se le carcasse sono lasciate raffreddare a temperatura am-
pbiente di 15-20°C possono moltiplicarsi i mesofili, compre
si i germi patogeni.

I.Visceri edibili sono contaminati piB,ma;sicciamente del-
le carni e devono essere refrigerati immediatamente,

11 livello di contaminazione delle carni durante il disos-
samento, il sezionamento e 1'imballaggio dipendono dalle
situazioni igieniche locali. |

La carne viene maneggiata frequentemente durante queste
operazioni e le superfici delle carni fresche sono esposte
a tutte le contaminazioni,.

Fattori importanti sono la temperatura delle carni e del
locale di lavorazione, il tempo impiegato e lo stato igie-
nico delle superfici da taglio, i ;oltelli, le superfici
delle mani,'dei tavoli e di altri utensili.

Una sala di lavorazione deve avere una temperatura non su-
periore a 10°C, la carica microbica aerea deve essere mini
mizzata e non deve moltiplicarsi.

La fonte principale di contaminazione delle carni & la su-
perficie delle carcasse e- la velocitd alla quale questa

contaminzione si distribuisce sulle superfici tagliate da
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poco in seguito al cqntdtto con gli utensili pud avere un
effe&to importante sulla conservabilitd della carne,

I germi presenti sulle superfici di utensili inadeguatamen.
te.sanificati sono, per 1& maggior, parte psicrotrofi.

I pr6dotti che subiscono molteplici manipolazioni da parte
di operatqrilsi.contaminano con germi di origine umana.
Per'eseméio, vi sono prove esaurienti che la prOporzioﬁe
di ceppi di stafilococchi umani presenti nei prodotti car-
nei aumenta durante le lavorazioni, Talvolta sono stati
' trovati_virus'enteri;i probabilmente di origine umana,
Nella carne preparata igienicamente il numero di patogeni
@ molto piccolo e la flora presente consta specialmente di
specie saprofitarie. I germi pitt numerosi soﬁo micrococ-
chi e béstoncini gram negativi. Tra questi vi sono:

Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Flavobacterium,

Moraxella, Pseudomonas ¢ varie enterobacteriaceae. Sono

anche presenti corineformi. I cocchi presenti sulle car-
casse refrigerate sono micrococchi e stafilococchi. Gli
streptococchi sono presenti in scarsa quantita,

I lattobacilli, il B. thermosphacta, e varie specie di ba-

cilli sono presenti inizialmente in scarsa quantit3d. Lie-
viti e muffe lo sono anche se derivanco dall'ambiente ester

no.
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Ltimportanza dei vari tipi di germi inizialmente presenti
sulla carcassa dipende dall'uso seguente del prodotto.

pseundomonas, Acinetobacter-Moraxella sono la flora predomi

nante della carne non trattata ed esnosta all'aria alla
temperatura di refrigerazione.

Se la superficie si essicca, i lieviti e le nuffe sostitui
scono batteri,

Se la carne & confezionata con esclusione deli'aria circo-

stante, "il B. thermosphacta o dei lattobacilli atipici peos
sono prevalere. |

Nessune di questi microrganismi & importante per la conser
vabilita delia carne congelata a meno che sia scongelata
s¢correttamente,

I germi psicrotrofi sono sensibili al calore e quindi non
SOpravvivono'ai trattamenti termici,

Vi & una relazione diretta fra il numero iniziale di batte
ri sulla catne e il momento in cui s'inizia la degradazio-
ne. Inoltre, se il numero iniziale & troppo elevato, la
durata del colore, dell'aroma, anche allo stato di congela
zione possono essere compromessi.

I germi patogeni che si possono trovare sonoc salmonelle,

stafilococchi aurei, Y. enterocolitica, Cl. perfringens e,

occasionalmente Cl.botulinum. Microrganismi enterici co-
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me i coliformi fecali e gli streptococchi fecali si trova-
no frequentemente nella carne indicando, appunto, che 1'in
testino € una fonte comune di contaminazione. Possono es
sefe presentl anche certi virus enterici.

In appropriate condizioni di femperatura, la maggior parte
dei microrganismi ﬁi o;igine intestinale pud moltiplicarsi
prontameﬁte nella carne e nel materiale di scarto nei ma-
celli, cosicchg, dissimilmente da cid che si ritiene per
1'acqua, il loro numero fornisce dati igienici che devono
essere interpretati con cognizione di causa.. Ad esempio,
la présenz; di enterobatteri psicrotrofi non ha alcun si-
gnificato come indice di contaminazione fecale.

Le salmonelle rappresentano il principale probiema di ca-
rattere igiénico.

Gli episodi gastroenterici da carni contaminate da salmo-
nelle sono i pid frequenti nei vari paesi e sono sostenuti
dai sierotipi pid diversi.

I mangimi per animali rappresentano le principali fonti di
contaminazione. Da qui le salmonelle pervengono nell'in-
testino degli animali da macello e, dopo la mﬁceilazione,
possono contaminare le carni e gli ambienti di lavorazio-
ne.

Tutti i provvedimenti igienici moderni sono incavaci di ri
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muovere o di diminuire la contaminazione crociata da salmo
nelle.

La negligenza delle norme igieniche oggi consigliate pud
tuttavia peggiorare la situazione,

Attualmente, la presenza di salmonelle nei prodotti carnei
pud essere frequente.

La soluzione sta nell'adottare dei trattamenti che distrug
ganc le salmonelle nei mangimi e nella produzione di ani-
mali esenti,

Uno scarso numero di stafilococchi & normalmente presente
nelle carni. I1 loro numero pud diventare pericoloso
quando viene resa possibile la moltiplicazione in seguito
alla conservazione della carne a temperature favorevoli
per 1a loro crescita.'

Mediante la tipizzazione fagica e le caratteristiche bio-
chimiche @ possibile distinguere i cepvi di origine anima-
le da quelli di origine umana.

In base a questi principi classificativi, i "tipi" animali
risultano prevalere sulle carcasse subito dopo 1'abbatti-
mento, mentre i tipi umani predominano nella carne e nei
cibi lavorati.

Se la carcassa & esposta alla temperatura di circa 20°C;

molti batteri mesofili possono crescere, Per esempio, i
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clostridi possono‘moltiplicarsi nel tessuto muscolare e
causare una putrefazione di tino anaerobico con nossibile
sviluppo anche di'clostridi patogeni che potrebbero rag-
giungere una quantita pericolosa.' Si pud anche verifica-
re un notevole sviluppo di streptococchi fecali nrima del-

la crescita dei clostridi: anche le enterobacteriaceae pos

sono svilupparsi.
La flora batterica .delle carni conservate a_10°C—20°C con-

prende enterobatteri, micrococchi, stafilococchi, Pseudo-

monas, Acinetobacter-Moraxella ed Aeromonas. °

E' deéiderabile la refrigerazione rapida delle carcasse al
le temperature di frigorifero al di sotto di 10°C, preferi
bilmente alle temperature intorno a -1 +3°C.

Se la refrigerazione & eseguita.correttamente 1'interno
della carne contiene pochi Batferi e solo quei generi che
non si moltiplicano alla temperatura di frigorifero; quin-
di, duranfé ia refrigerazione, i cambiamenti microbiologi-
¢i importanti avvengono in superficie.

Quando la carcassa €& tenuta a temperature inferiori a 10°C.
le condizioni aefobiche, l'elevata Aw e la bassa temperatu

ra' selezionano i batteri psicrotrofi.

Una flora costituita da Pseudomonas, Acinetobacter, Alca-

ligenes e di Moraxella predomina durante la conservazione



- 47 =
ed il numero dei microrganismi aumenta, Nelle carni di
pesce e di pollo & presente un altro gruppo di microrganis

mi costituiti da Alteromonas putrefaciens, che & molto at-

tivo nella degradazione del pesce.

Ai fini della moltiplicazione microbica 1'Aw svolge un ruoc
1q_importante se 1'RH dell'atmosfera ambiente 2 inferiore
all'80% e se vi é‘un movimento di aria.

La moltiplicazione di molti germi degradanti le carni & pu
re influenzata dalla variazione naturale del pH della car-
ne, compreso tra 5,5 - 7,

Lteffetto del pH & pill evidente nei grossi pezzi di carne
piuttosto che in quelli di minori dimensioni.

L'uso del'lst_di COZ, nell'atmosfera circostante la carne’
raddoppia a 0°C il tempo di replicazione dei gram negati-
vi, ma & meno efficace alle temperature pid elevate.

Dopo un certo periodo di tempo 1'attivit; metabolica dei
germi divenfa avvertibile ai sensi. La superficie della
carne si decolora e incomincia a puzzare. Poi si svilup-
pano vischiosita. I segn; della degradazione batterica
‘diventano evidenti quando il numero di germi raggiunge
107/cm2 di superficie,

Tra i vari test chimici proposti per valutare lo stato di

.conservazione della carne il dosaggio dell'azoto basico vo
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latile & quello pid attendibile.

Anche la determinazione dello stato di idrolisi dei grassi
puddare indicazioni sullo stato di conservazione soprat-

tutto quando si devono valutare dei cibi ricchi di grasso.
I casi pid frequenti di intossicazioni da carni sono so-

stenuti oltre che dalle salmonelle da Cl. perfringens e da

Staph, aureus.

Poiché i membri dei generi Pseudomonas, Alcaligenes, Aci-

netobacter e Moraxella non scno patogeni e poiché il loro

sviluppo non'é favorevole a quello dei patogeni la loro
determinazione quantitativa non fornisce indicazioni per
la salute pubblica, ma vale solo per individuare lo stato
di conservazione,

Mantenendo la carne a temperature inferiori a 10°C, il nu-
mero dei'patogeni presenti tende a diminuire.

Una tecnica di conservazione molto diffusa & quella che ab
bina l1a refrigerazione al confezionamento sottovuoto in
sacchi di materiale plastico impermeabili.

Questa tecnica presenta vantaggi di ordine igienico, con-
serva le caratteristiche organolettiche e consente di con-
servare pilt a lungo la carne perché in queste condizioni
non si sviluppa la flora deteriorante.

Entro un imballaggio sottovuoto, 1l'ossigeno residuo viene
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consumato pid o meno velocemente dalla respirazione tessu-

tale ed & sostituito dalla CO, che effettivamente raggiun-

2
ge un'elevata pressione parziale dentro il limitato spazio
disponibile. In queste condizioni prende il spravvento
1a flora batterica lattica. Talvolta si pud riscontrare
un'alterazione tipica caratterizzata dalla formazione nel-
1'imballaggio di un odore simile al formaggio per la pre-
senza di acidi grassi a corta catena (Cz-Cﬁ).

Per le carni sottovuoto & difficile sCegliere un test chi-
mico che segnali la degradazione muscolare. Quando le
condizioni di anaerobiosi sono incomplete si possono molti
plicare i Gram negativi che producono alterazioni chimiche

caratterizzate dalla produzione di H,S, di trimetilammina

2
e di acidi grassi volatili come l‘'ac. butirrico, 1l'ac. ace
tico che derivano dagli aminocacidi.

L'imballaggio sottovuoto non presenta possibilita di svi-
luppo per i-patogeni.

La microbioldgia dei tagli carnei sezionati & simile a
quella delle carcasse, La composizione del substrato e
le variazioni batteriche sono praticamente le stesse; a
causa delle maggiori manipolazioni la contaminazione pud

essere maggiore.

Le condizioni batteriologiche dei vari tagli carnei dipen-



- B0 -

»

de dalle manipolazioni precedenti éui & stata sottoposta
la carcassa.,

Se i tagli carnei sono stati preparati velocemente e igie-
niﬁamente, e provengono'da una carcassa refrigerata pronta
mente111 numero dei germi pud essere molto basso, inferio-
re a 100 g/cm?.

Se invece i tagli sono ricavati da carne raffreddata lenta
mente, con ritardo e senza particolari provvidenze igiéni—

2 .|
» € la vita com-

che, le conte possono superare i 106 g/cm
merciale si apcortia; questa situazione si_verifica’ﬁei ne
gozi di macelleria, | |
Le condizioni-battgriologiche ipiiiaii pbssono.comuhque;
dipendere ancora di pil dalle modalitd di lavérazione.
Quahﬁo il sezionamento & effettuato in condizioni igieni-
che, la conta totale raramente auhenta di io'fdlte; ma‘mag
giéri incrementi si yerific#ﬂo se i coltéiii sono contami-
nati, se 1o sono le tavole di sezionamento;{le macéﬁine af
fettatrici ed i vari utensili.

In molﬁi paesi il sezionamento della carcassa iﬂ tagli, de
ve avvenire a temperature non superiori a 10;C b‘a 7°C.
I.tagli carnei hanno un rapporto tra superficie.e volume
estremamente elevato ed hanﬁo una maggiore superficie e-

sposta.
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Se i tagli carnel sono esposti senza precauzioni speciali,
1'efaporazione ¢ rapida e le qualitd organolettiche sono
peggiorate a causa dello scadimento del coleore e della lu-.
ceﬁtez;a.

Per queste ragioni & pratica comune proteggere i tagli di
carne con un invﬁlucro trasparente che mantenga un elevata
umidita sulla SGpgrificie della carne.

Per mantenere i pigmenti della carne allo statqo ossigenato
.e-per conservare il colere rosso brillante, si usa general

mente un film permeabile all'ossigeno. In queste circo-

‘stanze gli Pseudomonas, Aéinebacter, Moraxella, si svilup-
pano e caus;no la degradazione.

Per aumentarehla‘conservabilité dei tagli carnei si pud
conservarli in atmosfera modificata coritenente CO2 manté-
nendola alla temperatura di refrigerazione,

L'alterazione dei tagli carnei & simile a quelle delle car
~casse, |

Sulla carne tenuta all'aria o avvolta in films permeabili
predominanc gli pseudomonadi non pigmentati,

_ Nelle carni confezionate sottovuoto & presente la flora di
tipo lattico.

L'alterazidne della carne & causata dalla formazione di

_odori particolari costituiti chimicamente da H, 5, etanolo,

2



- 52 -

”

acetaria ed esteri etilici di acidi grassi a corta catena,
ammine ecc.

Questo processo alterativo & denominato impropriamente nu-.
trefazione, ma & differente da questa che & provocata in
condizioni anaerobiche da vari clostridi moltiplicatisi a
tgmperatura gmbiente.

Le Specié patogene rinvenibili nei tagli carnei sono le
stesse che si trovano sulle carcasse,

La carne trita o a pezzetti & pill deperibile di quella in
grossi pezzi a causa della presénza di una maggiore quan-
titd di succo muscolare e perchd i microbi, dalla superfi-
cie, durante il tritamento, si distribuiscono nella massa.
La contaminazione dei tagli carnei destinati alla tritatu-~
ra avviene durante il loro sezionamento e la macchina tri-
tatrice provvede alla. loro distribuzioné nella massa car-
nea tritata finemente,

Nella carne fresca éritata, la flora composta principalmen

te da micrococcaceae da lattobacilli, Pseudomonas. ed ente-

robatteri,
La carne trita con una elevata carica batterica iniziale
si deteriora ravidamente durante la conservazione all'aria

in 28-48h, il suo tolore cambia rapidamente e 1'aroma peg-

giora.
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E' pratica comune, anche se proibita, aggiungere SO2 in
concentrazione'pari alle 0,05% per conservare il colore,
11 solfito restituisce la colorazione rossa alla carne an-
che dopo. che la carne viene degradata organoletticamente.

I1 solfito esercita un effetto inibitorio sugli Pseudomo-

nas, nei confronti delle Enterobacteriaceae ed in partico-

lare delle salmonelle.

L'effetto & maggiore a pH acido.

La degradazione pud avvenire aerobicamente o anaerobica-
mente. Sulla superficie della carne tritata, le condizio
ni sono aerobiche e il colore & rosso brillante; all'inter
no le condizioni sono anaerobiche ed il pigmento della car
ne si riduce.

Sulla superficie si sviluppano i germi gram negativi aero-
bici ed all'interno i. lattici.

I1 processo alterativo delle carni trite & simile a quello
delle carni integre o a quello dei tagli carnei.

Fra i germi contaminanti le carni trite ve ne sono dei pa-

togeni come il Cl.pverfringens, le salmonelle e dei virus.

Carne congelata fresca

Il numero dei batteri sulla carne pud venire aumentato dal

‘la contaminazione durante la preparazione e le operazioni
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di congelamento. Comunque il congelamento della carne ug
cide una piccola quantitd di tutti i germi presenti; un nu
mero maggiore mudre durante la conservazione allo stato

congelato. . Ma la morte avviene piuttosto lentamente al-
la temperatura di circa -20°C. I bastoncini Gram negati-
v% sono pid ;u;cettibili dei cocchi Gram positivi, le spo-
re rimangono inalterate e le cellule vegetative del El;

perfringens muoiono rapidamente. Nonostante questa di-

struzione i livelli batteriéi possono tuttavia essere ele-
vati. - '--v X : oo

Le cohdizioni di congelémento sono molto importanti spe-’
cialmente se tempo e temperatura non sono controllate at-
tentamente., Sono richiesti lunghi periodi di tempo per
cbngelare la carne,specialmenté se in grossi pezzi,

Se viene usata acqua calda per accellerare lo scongelamen-
to, si ﬁreano condizioni favorevoli per 1o sviluppo micro-
bico. fef'evitare questo si deve scongelare a bassa tem-
peratura anche se in queste condizioni possono svilupparsi
degli psicrotrofi.

Per queste ragioni la carica microbica di solito'aumenta_
da 10 a 100 volte durante i processi commerciali di sconge
lamento. |

. Vi sono poche differenze ira lo scongelamento all'aria o



in acqua ma non & desiderabile usare temperature al di so-
pra di 10°C.

E' stato affermaté che la carne congelata & pil deperibile
dilquel1a fresca mai congelata, specialmente perché il suc
co che fuoriesce dalla carne congelata potrebbe costituire
un terréno‘faVOrevole allo sviluppo microbico. In realta
lo svilupho dei hicrorganismi sulla carne congelata non @&
fondamentalmente diverso da quanto avviene su c¢arne mai
congelata,

Se la carne & congelata e conservata con proprietd, non
viene'degradata dai microrganismi, ma sono possibili due
errori di léforazione.

I1 primo consiste nella esposizione alle temperature nel-
1'intervallo tra -5°C e -10°C con conseguente possibilifa

di svilupno di muffe che procurano macchie come il Clado-

sporium herbarum il quale da luogo a piccole macchie nera-
stre. |

Usualmente la carne contaminata non emana particolari odo-
ri.

I1 secondo errore di lavorazione pud verificarsi se un'ele
vata carica batterica si sviluppa prima del congelamento,
la carne pub degradarsi lentamente durante lo scongelamen-

~to.
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Sebbene questi microrganismi non vossono moltiplicarsi
quando sono allo stato congelato e gradualmente perdono la
loro vitalitd, i loro sistemi enzimatici sono relativamen~
te resistenti e possono rimanere attivi fino alla tempera-
tura di -30°C. Questo &, in particolare, il caso delle
lipasi e delle.lipossidasi, che possono agire anche in pre
senza di un Aﬁ limitato,

Le carni congelate non dovrébbero contenere un numero eief
vato di germi che possono svilupparsi se lo scongelamento
ed il ricongelamento avvengono in condizioni non controlla
te. E' anche importante conservare le carni cohgelate
(soprattutto se grasse) a -20°C, se devono essere conserva
te per lunghi periodi.

La degradazione della carne avviene durante lo scongelamen
to e la sua entitd e caratteristiche sono influenzate deci
samente dalle modalitd dello scongelamento prima indicate.
Le alterazioni biochimiche della degradazione dipendono
dalle condizioni ambientali e dal tipo di flora che si svi
luppa.

Se la degradazione & causata dalle muffe, si svilﬁppa un
particolare odore di terriccio e avvengono processi lipoli
tici.

E' difficile distinguere se la rancidit3d & causata dai bat
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teri o dagli enzimi tessutali o & di natura ossidativa.
Quando il congelamento, la conservazione e lo scongeiamen-
to sono stati eseguiti correttamente la degradazione segue
il suo corso normale: di tipo ammoniacale in condizioni ae
robiche; di tipo acido in condizioni anaerobiche.

I germi patogeni della carne congelata. sono gli stessi del
la carne ffesca prima del congelamento, ma il loro numero
pud essere molto cambiato. E' un errore credere che il
congelamento possa uccidere i germi patogeni presenti nel-
la carne.

In primo luoge non tutti i germi vengono uccisi, secondo,
il congelamento & solo parte della storia dell'alimento.

Per esempio le cellule vegetative del Cl. perfringens dimi

nuiscono rapidamente di numero nella carne congelata, ma
le spore rimangono inalterate e la moltiplicazione pud es-
sere rapida durante lo scongelamento ad elevate temperaéu-
re.

Nella carne congelata & pure stata riscontrata la presenza
di salmonelle.

In tutti i casi si sviluppa un processo alterativo in cir-
costanze sfavorevoli allo sviluppo dei germi patogeni aero
bi e non si creano problemi di significato igienico.

_Quando lo scongelamento & effettuato a temperature tropno
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elevate pud esserci il rischio di contaminazione da clo-

stridi.

Carni cotte

Alcuni tipi di preparazioni carnee cotte contehgono ancora

una flora batterica residua. I1 colore cambia dal rosso

al grigi;, alla temperatura di 60°C, ma le temperature di

cottura delle bistecche al sangue o dei roast beef o di

preparazioni simili possono variare tra 40°C/60°C con con-

seguente possibile rischio per i consumatori:

I1 trattamento col calofe varia a seconda del periodo di

conservazione che si vuole attribuire al prodotto.

a) Alcuni tipi di preparazioni carnee sono pasforizzate a
6Q°C)75°C e tali temperature inattivano i batteri, i
lieviti e le muffe, i paraséiti e la maggior parte dei
virué:

b) certe carni inscatolate sono riscaldate pill severamente
con temperature centrali dei prodotti che raggiungono i
115°C/120°C in modo da inattivare lo spore di Cl, botu-
linum; |

¢). infine altri prodotti alimentari inscatolali sono scal-
dati a femperature piu elévate o per tempi pid prdlun-

gati per distruggere le spore dei bacilli termofili.
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La carne cruda usata per la produzione di queste prenpara-
zioni commerciali possiede la flora comupe g tutti i tipi
di carne. Dopo 1la pastbrizzazione, POsSsono essere presen
ti baci;li, streptococchi fecali e microbatteri.

I germi patogeni sono di solito.assenti in queste prepara-
z@oni tranne se si verificano delle contaminazioni Post-
trattamento termico.

Le tipiche preparaziogi_industriali Prodotte con questo ti
po. di carng sono prodotti tipo pate, galantine, terrine
ecc, |

Alcune di queste devono essere ris;aldata prima di essere
consumate, altre lo possono essere senza alcun trattamento
a caldo,

A meno che esse non siano immediatamente commercializzate
e consumate, queste preparazioni dovrebbero venire mantenu
te alle temperature di refrigerazione in modo tale che le
spore dei bacilli mesofili e dei clostridi nop possano ger
minare e moltiplicarsi.

I microrganismi Cram negativi sono maggiormente sensibili
Ial trattamento termico, seguiti dai bastoncini asporigeni
Gram positivi; gli stmptococchi fecali ed i bacilli sono

~pil resistenti al calore.

Nei prodotti pastorizzati dopo confezionamento (paté&), 1la
»
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degradazione dipende dalla flora sopravvivente e dalle con
dizioni di conservazione, specialmenté dalla temperatura;
Di solito i germi sopravviventi che possono crescere ¢ de-
gradare il prodotto sono ceppi psicrotrofi di micrococchi,
di streptococchi, di lattobacilli e occasionalemente di

Microbacterium.

I ﬁrodotéi carnei cotti sono terreni eccellenti per la cre
scita di batteri, lieviti e muffe e per questi prodottihla
possibilita di ricontaminazione & un aspetto particolarmen
te importante.

Durante la manipolazione dopo la cottura, la superficie di
questi prodotti pud venire contaminata da bastoncini meso-

£fili Gram negativi (Enterobacteriaceae), da cocchi Gram po

sitivi e da bastoncini Gram positivi o da loro combinazio-
ni. .

La contaminazione da batteri deriva dalle mani e dalle su-
perfici a contatto con la carne cotta e da muffe trasmesse
per via aerea.

11 confezionamento sottovuoto prolunga la vita commerciale
di questi prodotti perché impedisce lo svilupfo délla mi-

croflora aerobia.

Nelle confezioni sottovuoto predominano i germi lattici.

Nelle preparazioni gastronomiche miste, la contaminazione
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patterica dipende in minor grado da quella della carne, ma
i germi contaminanti provengono da altri ingredienti.
Quando le carni cotte sono tagliate a fette ed imballate
doﬁo il trattamento termico, la microflora delle fette de-
riva dalle macchine affettatrici e dagli utensili. Se
scno
queste operazionileffettuate a 10°C,la flora batterica pud
essére psiéiotrofa_e anche se il prodotto affettato & man-
tenuto a temperature di frigorifero pud avvenire un rapido
accrescimento batterico.
La vita commerciale dei prodotti carnei trattati termica-
mente varia a seconda della severitd del trattamento termi
co, e delle possibilitd di ricontaminazione.
Le fette di carne cotta o altri tipi di prodotti carnei ma
nipolati dopo la cottura hanno una vita commerciale infe-
riore ad una settimana anche se mantenuti a temperature in
feriﬁri ai 5°C.
La degradazione di questi tipi di prodotti di solito & di
tipo non pfoteolito. Di solito si sviluppa un odore ed
un gusto di acido.
Se si verifica una ricontaminazione da germi proteolitici
possono avvenire processi proteolitici e 1'odore diviene
ripugnante.

Se il prodotto carneo & conservato a temperature superiori
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a 20°C le spore, specialmente quelle dei clostridi, posso-
no germinare ¢ moltiplicarsi, per cui la degradazione pud
essere di tipo putrido con sviluppo di grassi. D'altra
parte perche un alimento si renda reaponsabile di tossinfe

zione da Cl. perfringens deve essere accettabile organolet-

ticamente.

I11 C1. perfringens & il patogeno pill frequentemente presen

te negli alimenti pastorizzati, L'avvelenamento causato

da questo microrganismo richiede la presenza nell'alimento
di almeno 109_ce11u1e per grammo, e cid si pud verificare

solo quando questi aliménti sono conservati per alcune ore
alla temperatura di 35/40°C.

In questi alimenti gia cotti la crescita del clostridio &

favorita dall'gssénza di germi competitivi che sono stati

distrutti dalla cottura precedente la preparaziohe.dell'a-

limento.

Gli avvelenamenti da Cl. perfringens . -vengono frequente-

mente causati da cibi preparati nelle cucine per colletti-
vitd a causa delle difficoltd di operare una corretta pre-
parazione dei pasti.

La Staph. aureus dovrebbe essere ucciso normalmente dal

Ll

trattamento calorico dato a questi prodotti, ma le tossine

preformate, se presenti, potrebbero rimanere nella carne
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e causare avvelenamento alimentare,.

Pil spesso, tuttavia, gli stafilococchi sono introdotti do
po la cottura, dopo l'affettamento degli alimenti o dépo
altre manipolazioni e provengono dai lavoranti.

Anche le salmonelle dovrebbero essere distrutte durante la
cqttura e i1 casi di salmonellosi dovuti all'ingestione di
cafni paétorizZéte sono causati da contaminazione crociate
dopo la cottura.

Questo ‘accade nei laboratori dove le carni fresche contami
nate da salmonelle vengono direttamente a contatfo con la
carne cotta; il personale stesso pud trasmettere la conta-
-minazione mﬁnipolando i due tipi di carne; anche gli uten-
$ili contaminatj possono trasmettere le salmonelle.

In conclusione, la cottura eliminando la flora competitiva
facilita 1la méltiplicazione dei germi patogeni ricontami-
nanti e questi microrganismi crescendo, non modificano con
la loro attivitl metabolica le caratteristiche organoletti -
che dell'alimento che viene consumato e provoca malattia,
Un appropriato congélamento o una adeguata refrigerazione

prevengono lo sviluppo di patogeni.
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Prodotti carnei trattati con calere ma non addizionati di

nitrito

Le carni non salnitrate e i prodotti sottoposti a tratta-
menti termici per conservarli per lunghi periodi a tempera
tura ambiente devono essere trattate termicamente per di-
struggere le spore botuliniche o altre spore batteriche
con maggiore resistenza termica,

Queste carni e questi prodotti devono venire protetti dal-
le contaminazioni susseguenti i trattamenti termici con in
volucri metal}ici,_plastici o di vetro.

La carne e i prodotti carnei sono normalmente tréttati col
calore, ma sta diffondendosi il sistema del confezionamen-
to asettico.

La maggior parte dei prodotti inscatolati rientra nella ca
tegoria ad elevata acidita, ma sono pochi e si tratta del-
le carni marinate.

I prodotti carnei di cui stiamo parlando richiedono almeno
12 D di trattamento termico.

Le carni preparate igienicamente, norﬁalmente, contengono
meno di una spora di clostridio/g e meno di lb bacilli/g .
Glji spolpi di testa, i diaframmi, le pelli di suino, che
di solito sono usati in prodotti di bassa qualitd, frequen

temente contengono pill elevate quantitd di spore,.
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La fonte principale di spore & costituita normalmente da-
gli ingredienti non carnei usati nella preparazione dei
prodotti finali. Molte spezie contengono fino a 106g/g

e si raccomanda l'uso di spezie decontaminate o di estrat-
ti di spezie per la produzione di alimenti carnei inscato-
lati.

Altre fonti di spore sono gli involucri per salsicce, i ve
getali e, anche, talvolta, i contenitori, soprattutto quel
1i di cartone,

I prodotti inscatolati, non trattati col nitrito, possono
essere alterati per 3 cause differenti:

a) Crescita di batteri prima del riscaldamento termico

Se un impasto carneo & mantenuto ad una temperatura relati
vamente elevata prima di essere confezionato in contenito-
ri metallici o di vetro, le cellule vegetative possono mol
tiplicarsi e causare 11 deterioramento dell'impasto, ma il
trattamento termico pud essere cosi drastico da rendere
sterile il contenuto della scatola. L'esame microscopico
del contenuto & utile per rilevare il corpo dei microrga-
nismi morti.

Se i microrganismi che si sviluppano tra la chiusura del
contenitore e il trattamento termico formano gas, le scato

le possono trovarsi gonfiate, ma prive di germi.
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b) Sopravvivenza di spore resistenti al calore

Alcune spore di mesofili hanno una resistenza termica pin

elevata di quella del Cl. botulinum, per esempio, alcuni

ceppi di Cl. sporogenes e di altri anaerobi putrefacienti

per i quali & necessario un valore di D “di 1 minuto,

121.1
Un processo termico predisposto per uccidere 1012 spore bo
tulinicﬂe (F = 2,5) non dovrebbe distruggere 103 o pid spo
re con tale resistenza termica.

Molte carni non salnitrate, inscatolate, sono riscaldate

in pratica sino ad attivare un elevato numere (106 o pii}

spore di Cl. sporogenes, che richiederebbero, invece, un

valore F di 4-6. -

Dopo un inadeguafb trattamento termico, le spore sopravvi-
venti potrebbero germinare e crescere nelle scatole, spe-
cialmente dopo una prolungata conservazione a temperatura
ambiente o dopo una temperatura di incubazione tra i 30 e

i 40°C. I1 Cl. sporogenes, un microrganismo proteoliti-

co, produttore di gas, pud causare bombaggi.

c) Fessurazioni post trattamento termico

Le carni in scatola possono essere alterate da germi che
penetrano nella scatola attraverso fessure,
Quando, dopo il trattamento termico, la scatola calda vie-

ne raffreddata, pud penetrare dell'acqua contaminata attra
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verso le fessurazioni dei suggelli. Per evitare tale ti-
po di contaminazione si deve clorare 1l'acqua.

I1 Cl. botulinum & il microrganismo pil pericolosc nei pro

dotti a bassa acidit2 e, quindi, tutti i processi termici
di riscaldamento sono basati sulla sua termoresistenza, ma
mqlti altri sono ancora pill intensi assicurando la distru-
zione anche dei germi pill termoresistenti.

Le carni in scatola industriali sono state raramente coin-
volte in episodi di botulismo, I paté di fegato hanno
causato casi di botulismo A e B quando sono stati prepara-
ti senza rispettare i corretti piani di riscaldamento,

Le spore degli altri patogeni, come il Cl. perfringens e

il B. cereus, hanno una resistenza termica considerevolmen
te inferiore a quella del botulino per cui i procedimenti
termici applicati per la distruzione di questo germe sono
sufficienti per distruggerli.

La presenza di salmonelle e di Staph. aureus & conseguente

a contaminazioni dopo il trattamento termico.

Carni trattate col nitrito e col calore

I prodotti carnei riscaldati e trattati col nitrito posso-
no venire suddivisi in 3 gruppi: a) pastorizzati; b) steri

lizzati e biologicamente stabili; c) sterilizzats.
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a} Prodotti carnei pastorizzati

I prodotti pastorizzati e trattati col nitrito si posscno
dividere in due classi: quelli che sono confezionafi, ri-
scaldati e venduti integri e quelli che dopo aver subito
tale trattamento sono venduti sezionati. Entrambi vanno
conservati alla temperatura di refrigerazione.

Effetti della lavorazione sui microrganismi

L'attivitd dell'acqua della maggior parte di questi prodot
ti & elevata ad eccezione di alcuni come la mortadella,

Il livello di sale pef i vari prodotti & compreso tra 1,2
e 4,5%. La quantitd di nitrito presente varia da."trac-
ce'" a 150 ppm. 11 pH finale & superiore a 6 e il tfatta-
mento termico impartito é';ompre#o tra 70°C e 85°C ambien-
tali con una temperatura a cuore di 65°C - 75°C,

1 prodotti che vengono sconfezionati o riconfezionati pos-
sono essere contaminati-da lattobacilli, Lguconostoc e da
Gram negativi psicrotrofi oltreché da ehterobatteri.

La microflora dei prodotti confezionati comprende spore di
bacilli e di clostridi che spesso derivano dalle spezie
utilizzate, Possono sopravvivere aicuni ceppi di lattici
e di streptococchi,.

I lattobacilli e gli streptococchi fecali si moltiplicano

durante la conservazione allo stato refrigerato e possono
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alterare questi prodotti dando luogo ad acidificazione e a
decolorazioni.

Gli imballaggi in film impermeabili all'aria, creano un e-
coﬁistema che impedisce la crescita degli aerobi obbligati
e dei germi sensibili alla COZ' La flora che si sviluppa
é.invece favorita dalla presenza di CQZ gd & costituita ap
punto da léttici, Qa leuconostoc e, talvolta, da B. ther-
mosphacta. |

_La vita commerciale dei prodotti carnei pastorizzati, con
Aw, elevata € di poco superiore a quella della cérne fre-

sca. I lattici e i leuconostoc danno luogo a mucopolisac

caridi e a perossidi, che ossidano la nitrosomioglobina in
porfirina ossi@ata di colore verde.

.Se, nei prodotti pgstorizzati, mancano gli zuccheri, essi
diventano putridi. I1 germe patogeno pil sovente rintrac

ciabile nei prodotti pastorizzati & lo Staph, aureus.

Esso non sopravvive ai trattamenti termici ma, frequente-
mente proviene dalle mani.delle persone addette alla prepa
razione delle carni.

Altri germi patogeni sono raramente presenti.

Per qﬂesti prodotti & necessaria la conservazione in frigo
rifero e 1'osservanza dei tempi di scadenza.

b) Carn: in scatola sterilizzate, biologicamente stabili
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La stabilitd di questi prodotti & basata sulla combinazio-
ne del trattamento termico e le cﬁncentrazioni di sale e
di nitrito,

Sono alimenti di.solito riscaldati a 100°-115°C, per non
comprometterne le caratferistiche organolettiche, Espres
si come valori di F, questi trattamenti termici corrispon-
dono a ?'= 0,4;0,6, ma si possono usare anche valori di
0,05.

Chiaramente i valori F sono insufficienti a-non garantire

la degradazione e a impedire la crescita di Cl. botulinum,

ma la loro conservabilitd e salubritid si ottengoﬂo dalla
azione del nitrito.che, durante il processo.termico, con-
sente di uccidere la maggiqr parte delle spore‘prgsenti e
impedisce 1la loro germinazione.’

Gli aspetti microbiolpgici della produzione di quésti pro-
dott& non sono molto differenti da quelli dei prodotti
trattati precedentemente.

Le cause delle alterazioni sono: a) un'elevata quantitd di
anaerobi mesofili; b) un inadeguato trattamento termico;
¢) una bassa concentrazione degli agenti di sélagione; d)
una combinazione di questi fattori.

In alcuni casi la degradazione & sostenuta da clostridi e

si rivela con la produzione di gas fetido. In altri casi
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g dovuta allo sviluppo di bacilli con gas inodore (NZ,COZ)
Il bombaggio dei bacilli & meno evidente.

Il patogeno eventualmente presente & il Cl., botulinum, ma

costituisce un rischio solo teorico perché& in realta 1l'a-
zione combinata del sale, del nitrito e 1'Aw dell'impasto
rendono impossibile il siyo sviluppo.

c) Prodotti sterili

I prodotti assolutamentg sterili sono di 3 tipi: a) quelli
che hanno dei livelli di sale e di nitrito cosl bassi da
esercitare un effetto minimo Qﬁi batteri; b) quelli che so
no trattati col sale ma non col nitrito; ¢) quelli destina:
ti alle zone-tropicali.

Le ﬁrime due categbrie song delle conserve sterili e sono
sottoposte a trattamenti termici di F, 3-5,5.

Le conserve tropicali. sono riscaldate a F, di 12-15,

POLLAME E PRODOTTI DERIVATI

Per carne di pollé s'intende il tessuto muscolare con pel-
le e tessuto connettivo.

Per frattaglie intendiamo gli organi edibili.

Oltre al pollame si utilizzano come cibo anche altri vola-]

tili: tacchini, oche, anatre, quaglie, colombe.

Caratteristiche
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11 contenuto d'acqua & di circa il 66-71; per i polli, il
56% per le galline e i tacchini grassi,

I1 contenuto di proteine e di grassi, mediamente, sono di
circa il 20% e il 2,7% per i polli, il 20,2% e il 12,6%
per i tacchini, il 20,1% e il 18% per le anatre.
D%versamente‘dalla carne rossa, nella quale il grasso & di
stribuit6 eptro il tessuto muscolare, la maggior parte del
grasso nel pollame & localizzato sotto la pelle e nella ca
vitd addominale.

La quantitd di grasso varia con 1l'etd, il sesso, il taglio
anatomico, la specié.

Oltre ai componenti, altre proprieta influenzano lo svilup
po deli germi. L'Aw & dilcirca 0,98-0,99-1,00, a seconda
delle condizioni di conservazione delle carni. I1 pH del
pettb & di 5,7-5,9, mentre quello della coscia & di 6,4~
6,7. Ii potenziale redox & simile a quello della carne
dei mammiferi. |

La pelle, che contiene un elevato numero di germi, rappre-
senta una barriera alla loro penetrazione nel tessuto. mu-
scolare sottostante.

A causa della loro composizione e delle altre proprieta,
la carne di pollo e 1la pelie sono un eccellente sﬁbstrato

Per una vasta varietd di germi.



Produzione

Le uova fertilizzate sono raccolte, fumigate e incubate a
'temperatura costante per 21 gg per i polli e per 20 gg per
i tacchini.

Dopo la schiusa, i pulcini e i tacchinotti sono raccolti
in capannoni ove vengono allevati per 6-15 settimane fino

ad essere avviati al macello.

H

Qui giunti, sono appesi alla catena aerea, vengono stordi-
ti elettricamente ed uccisi tramite la recisione della ca-
rotide.

Si rimuovono le penne, le piume, i visceri; le carcasse so
no lavate, refrigerate e trasportate per la vendita con
ghiaccio, o refrigerate o congelate.

Una certa proporzione & lavorata (vedi schema allegato).

Flora microbica iniziale

La contaminazione microbica delle uova pud avvenire nello
ovario o negli ovidotti; raramente durante la formazione
dell'uovo, o piill tardi in seguito alla penetrazione attra-
verso il guscio.

Infezione e contaminazione delle uova

Alcuni microrganismi - salmonelle, E, coli e micoplasmi,
vibrioni ed enterococchi, possono infettare l'ovario e gli

ovidotti delle galline.
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I microrganismi si trasmettono dall'ovario all'uovo e dal-
l'ovidotto al tuorlo, all'albume durante la formazione del
1'uovo.

I gusci dell'uove sono contgminati da microrganismi che so
no presenti nell'intestino, quando l'uovo passa attraverso
la cloaca o quando essi giungono a contatto con la lettie-
ra. | |

I batteri Gram-negativi che penetrano nell'uovo tramite lo
ovariq o per.penetrazione attraverso il guscio, possono
raggiungere il tuorio e poi contaminare l‘embmidne._- La
contaminazione del guscio pud venire ridotta o ahnullata
migliorando 1é condizioni igieniche di produzione.

I gusci d'uovo coﬁtaminati; il materiale fecalé, le lettie
re, ;ontaminanp gli incubatoi e le correnti d'aria possono
distribuire i microrganismi in tutti gli allevamenti.

I polli'neonati vengono colonizzati dalla ingestione di fe
ci, da*poi#éri, aerosols e dal contatto con superfici e-
sterne, Un pollo sano, cosl come qualsiasi aitro anima-
le, & portatorg di milioni di microrganismi nel suoc inte-
stino e.sulla sua pelle. Quella presente & ia Qua flora
tipica e si oppone allo sviluppo dei germi patogeni.
Tuttavia questi possono_essefe presenti,

‘Sulle penne e sulle piume si trovano germi psicrotrofi.
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Gli alimenti per il pollame possono essere pilt o meno con-
taminati con microrganismi saprofiti o patogeni e cosi la

acqua da bere.

Pseudomonas, Chromobacterium, Acinetobacter, Moraxella,

Aeromonas, Alcaligenes, Yersinia, Micrococcus e Bacillus

sono la flora naturale dell'acqua di superficie.
Entérococchi e enterobatteri sono contaminanti comuni.

I1 loro tempo di sopravfivenza varia con la specie, il cep
po.-e con la temperatura, l'intensitd e la durata della lu-
ce solare, il .pH, la quantit3 d'ossigeno disciolta e la
concentrazione di sostanza organica.

Sebbene l‘aéﬁua alla sorgente sia pochissimo contaminata,
essa lo diviene durante la sua distribuzione.

L'acqua che bagna le lettiere favorisce le moltiplicazioni
di cpccidi, funghi e batteri e favorisce lo sviluppo di
vermi parassiti. |

I1 suolo & un serbatoio di molti generi di batteri, di lie
viti e di muffe. " Le spore batteriche possono sopravvive-
re nel terreno per anni.

Alcune cellule vegetative per settimane o per mesi, La
natura del suolo, 1'intensitd e la durata della luce sola-
re, il pH, la percentuale d’'umidit3, il livello e la varie

td della popolazione batterica influenzano la sopravviven-
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za dei microrganismi,

Le lettiere sono esse stesse contaminate e lo divengono an
cora di pil con l'emissione di feci e con il contatto con
l1tambiente esterno.

Pill rimangono in luogo e pilt si creano condizioni sfavore-
voli per lo sviluppo di batteri a causa dell'aumento del
pH e deil'NHs.
Tuttavia le vecchie lettiere diventano un buon terreno‘di
crescita per lieviti e muffe.

Il tipo e il numero di.microrganismi trovati sulle penne

e la'belle degli utcelii vivi e, conseguentemente sulle
carcasse toelettate, sono grandemente influenzati dal tipo
e dalle coﬁdizioni della lettiera sulla quale il pollame

g stato allevato.

Alcune operazioni producono, in éuesti ambienti, molta pol
vere con conseguente possibilitd di trasmissione di microxr
ganismi, soprattutto se & concomitante una elevata umidita

ambientale.

Altri vettori e serbatoi

Alcuni insetti sono ospiti intermedi di parassiti del san-
gue e dell'intestino,
I roditori e gli altri piccoli mammiferi possono distribui

re germi al pollame. Certi uccelli selvatici frequente-
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mente giungono a contatto con i volatili domestici e posso
no distribuire germi patogeni tra i vari allevamenti e co-
si pure i rettili;

Anche i lavoranti possono disseminare agenti infettivi con
le scarpe e il vestiario.

Trasmissione

s

I volatili infettgti con germi patogeni diffondono i ger-
mi reaponsabili ai lavoranti e ad altre carcasse durante
la lavorazione.

Molti microrganismi, incluse le specie patogene, si trova
no nelle feci,

I lattobacilli, i bifidobatteri, i batteri anaerobi e ¢li
streotococchi fecali costituiscono il nucleo centrale del-
la flora fecale.

I germi fecali possono aderire alle peﬁhe, alle zampe e ve
nire inalati tramite le vie respiratorie.

Alcuni germi patogeni, presenti nelle secrezioni nasali,

sono Chlamidya psittaci, Haemophilus, Francisella e Staph,

aureus. Quest'ultimo & presente comunemente sulla pelle
e nelle lesioni tessutalil. I1 pollame pud venire contami
nato dall'acqua da bere, dai cibi, dal suolo contaminato
da uccelli infetti.

I giovani pulcini sono dei potenti eliminatori di salmonel



- 78 -

le e sono molto sensibili al numeroc di germi patogeni con
cui vengono a contatto, mentre gli adqlti sono pit resi-
stenti.

I1 cannibalismo di un pollo infettato favorisce la distri-
buzione di molti microrganismi patogeni o soprefiti che so
no naturalmente presenti nell'intestino o sulla pelle.
Calore éécessivo, freddo, o altri fattori stressanti abbas
sano il potere di difesa alle infezioni e contribuiscono

a diffondere la contaminazione.

Tutte queste condizioni sono note ai tecnici <he cercano
di minimizzarle mediante opportuni provvedimenti tecnici.

Carcasse refrigerate e prodotti derivati.

In generale la macellazione del pollame si svolge attraver
so le fasi seguenti: rimozione delle gabbie, appendimento
alla catene aeree di lavorazione, stordimento, uccisione
mediante recisione delle arterie carotidee e dissanguamen-
to, scottatura, depennatura, sﬁiumatura, eviscerazione e
lavaggio. I1 capo, le zampe, gli intestini, ilpélmoni so
no tolti, I visceri edibili sono tolti e ispezionati.

Le carcésse sono usuazlmente lavate con lo spray e refrige-
rate.

Dopo refrigerazione sono divise per peso e confezionate.

Questa operazione pud essere effettuata prima della refri-
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gerazione, a seconda del tipo di raffreddamento usato.
Talvolta i visceri edibili e il collo sono rimessi nella
cavitd addominale e la carcassa & confezionata e conserva-
ta in frigorifero.

Alcune operazioni promuovonoc un significativo‘aumento del-
la contaminéiione 0 permettono 1a moltiplicazione batteri-
ca e altre ottengono 1l'effetto contrario.

La macellazione di partite contaminate & la fonte princi-
pale dei microrganismi sulle carcasse dei polli.

Le samonelle,. per esempio, soﬁoltrasmesse da carcassa a
carcassa durante la lavorazione. Le piume, le penne, le-
zampe, gli intestini e la parte esterna del corpo sono con
taminate con i batteri. Talvolta del materiale fecale
viene espulso dalla cloaca in seguito allo stordimento e-
lettrico e durante la spennatura automatica,

Utensili e attrezzature

I microrganismi sono trasferiti dalle superfici corporee
contaminate agli utensili e alle attrezzature e da queste,
a loro voita, alle carcasse, In pratica la trasmissione
dei microrganismi e la ricontaminazione sono continue.
Sono quindi necessarie la pulizia e l'adozione di speciali
norme igieniche di lavorazione nonché 1la disinfezione del-

le apparecchiature e degli utensili, evitando la persisten
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za di residui organici che servono da sostanze nutritive
per la moltiplicazione dei germi.

Acqua di lavorazione

L'acqua usata per il lavaggio dei polli deve essere potabi

le altrimenti potrebbe introdurre altri microrganismi nel-

lo stabilimento di mattazione. Pseudomonas ed Aeromonas,
sono la flora predominante che si rinviene di solito nella
rete di approvvigionamento e il loro sviluppo & notevole
in corrispondenza dei rubinetti sporchi con materiale ofgg
nico.

Ghiaccio

La flora batterica.del ghiaccio ricavato da acqua non pota

bile .8 costituita da Acinobacter, Moraxella, Pseudomonas,

Corynebacteriu@ e da cocchi.

Molti batteri psicrotrofi contaminanti le carcasse proven-
gono;dal ghiac;io.

Lavoranti

I micforganismi sono trasferiti dalle carcasse coﬁfaminate
alle mani dei lavoranti e poi alla superficie di altre car
casse,

I }avoranti possono contrarre e trasmettere germi nella lo

TO pelle,'nei capeili, nelle caviti nasali e boccali, men-

tre lavorano, specialmente se hanno infezioni cutanee o
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delle vie respiratorie o se lavorano con scarsa igiene,

I lavoranti corrono rischi personali giungendo a contatto
con germi patogeni con le loro mani, nei tagli o in altre
lesioni o inalandoli nel tratto respiratorio; Possono am
malarsi e ridistribuire i germi nell'ambiente di lavoro.
La contaminazione delle carcasse da parte dei lavoranti &
tuttora di Entita minore rispetto a quella che deriva dai
volatili viventi.

Aerosol e polveri

Aerosol e polveri si producono principalmente durante 1l'uc
cisione la spenhatura ed iljiavaggio mediante spruzzo.
L'area dei locali in cul vengono condotte queste operazio-
ni & pild contaminata di quella di altre zone,

Vettori

Insetti, roditori o uccelli che accedono agli impianti di
lavorazione contribuiscono pure alla contaminazione degli
ambienti di lavoro 50prattﬁtto se vengono a contatto con

i depositi dei rifiuti o con gli ambienti sporchi o con le
carcasse.

~Tuttavia la contaminazione da vettori & indubbiamente mino
re se comparata a quella provocata da volatili introdotti

per la macellazione.

Sbollentatura
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Le carcasse vengono scottate per facilitare la rimozione
delle penne. I metodi consistona nell'immersione diret-
ta, nello spray con acqua calda, nell'aspersione di calore
€ spennatura.

L'immersione in acqua calda & il metodo pill usato e consi-
ste nell'immprsione del volatile per 2-3' in QCqua a 60-
63°C. IL'acqua del tank & continuamente sostituita alla
velocitd di 0,2-1 litri per carcassa e per minuto.
Terriccio, polvere, materiale fecale dalle iampe, dalle
penne, dalla pelle, .dal tratto intestinale e da quello re
spiratorioc sono continuamente liberate nella vasca di scot
tatura.

La continua immissione di acqua calda e la sua sostituzio-
ne, rimuovono polti contaminanti e il calore dell'acqua ne
uccide altri, .

Dopo un aumento iniziale dei batteri, il loro numero per
ml di acﬁua rimane relativamente costante.

I batteri attaccati alla pelle sono pil resistenti al calo
re di quelli che non lo sono.

Spennatura

La conta totale aumenta significativamente dopo la spenna-
tura come conseguenza della diffusione dei microrganismi

ad opera della spennatrice e per la inadeguata pulizia del
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le raspe di gomma di cui sono dotate.

Cosi la spennatura pud diffondere microrganismi da poche
carcasse contaminate a molte altre.

Eviscerazione

i i i mi ismi venire tra
Durante 1'eviscerazione i microrganismi possono a

sferiti da .carcassa a carcassa dai lavoranti e dagli uten-

sili.,

L'apertura manuale della cavita addominale e l'eviscerazio

nNe manuale contribuiscono a far aumentare considerevolmen-

i i i tino
te la contaminazione crociata, specialmente se l'intes
€ stato leso.

. - - - + ica
L'asportazione dei visceri mediante aspirazione meccan
i i razio-
rimuove qualche contaminazione fecale. .Questa ope

ieni i i ione.
ne effettuata in medo igienico non peggiora la situazion

Lavaggio spray .

Il lavaggio spray delle carcasse dopo la spennatura e la
eviscerazione rimuovono il materiale organico e i micror-
ganismi superficiali che si sono aggiunti durante 1'evis§g
razione,

La clorazione dell'acqua con 40-60 ppm, causa un addiziona

le riduzione della conta totale.

Raffreddamento

Il raffreddamento rallenta lo sviluppo degli psicrotrofi,
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prolunga cosli la vita commerciale e previene lo sviluppo
della maggior parte dei patogeni. Le carcasse vengono re
frigerate mediante immersione in vasconi contenenti ghiac-
cio o acqua fredda, oppure 10 sono mediante getti di acqua
fredda, o mediante circolazione di aria fredda o di altri
gas.

a) Vasca di refrigerazione statica - Il raffreddamento me-

diante 1'immersione delle carcasse in una egualp quahti
ta di acqua, ghiaccio utilizza il vantaggio della forte
capacita refrigerante del ghiaccio,

ISeTle carcasse sono tenute da 4 a 24 h in questo bagno

1 germi psicrotrofi possono moltiplicarsi sulla carcas-
sa e nell'acqua.

La élorazione con 5~20 ppm pud venire usata per limita-
re lo sviluppo batterico. Quesfo metodo & stato isti-
tuito per i polli, ma & ancora usato per i tacchini.

b) Raffreddamento mediante immersione continua - le carcas

se sono immerse in acqua fredda e rimosse con una vite
seﬁza fine atfrgverso una o pill vasche, I1 corso del-
l'acqua pud avvenire secondo o contro la direzione del-
~le carcasse. Acqua prerefrigerata o del ghiaccio sono

posti nell'ultima parte della vasca o nell'ultima va-

sca, se si usano piill vasche in serie.
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L'immersione continua in acqua refrigerata presenta un
vantaggio netto sul sistema statico, perché porta le

carcasse di pollo refrigerate ad una temneratura equili

brata di 4°C in meno di 1 h.

L'agitazione meccanica rimuove alcuni dei microrganis-

mi dalla carcassa.

L'uso dell'acqua controcorrente diminuisce effettivamen

te il numero totale dei germi sulle carcasse e minimiz-

. za la contaminazione crociata.

Questo metodo presenta perd il grave inconveniente di
arricchire d'acqua la carcassa aumentando 1l'umidita e
quindi 1'Aw.

Raffreddamento ad aria - I1 raffreddamento ad aria fred

d)

da asciuga la pelle e cosl ritarda la crescita batteri-
ca. Quando si usa aria refrigerata i polli vengono im

mersi nelle vasche di spennatura con l'acqua a 50°C per

_evitare alterazioni della pelle o del colore.

Questo sistema ovviamente non riduce la carica batteri-
ca superficiale, ma solo rallenta lo sviluppo diminuen

do 1'Aw della pelle,

Raffreddamento con ghiaccio di C_O2 - Questo sistema Ti-
tarda la crescita microbica perché rallenta o inibisce

la moltiplicazione batterica, ma & costoso.
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Pesatura e confezionamento

Le conte microbiche possono aumentare dopo la refrigerazio
ne a causa del trasferimento di germi durante la pesatura
ed 11 confezionamento e possono aversi contaminazioni cro-
ciate.

Le carcasse talvolta non sono eviscerate, sono rimossi so-
lo gli intestini e possono esservi lasciate le penne.

La refrigerazione avviene a secco. La superficie dellé
pelle & troppo secca per permettere un rapido sviluppo.bai
terico. - | .

Visceri edibili

Durante l'eviscerazione, i.ﬁisceri edibili {cuori, fegati
e durelli) sono rimossi dalle carcasse, avviate alla loro
preparazione in zone apposite e confezionate; oppure vengo
no reinseriti nella cavitd addominale.

Nel primo caso sono immeérsi in contenitori ed avvolti da
film estensibili.

Le attrezzature e gli utensili usati per la preparazione
di queste parti possono essere contaminati e questi prodot
ti in geﬁere lo sono pill o meno massicciamente,

Sezionamento

I microrganismi dalle carcasse eviscerate sono trasmessi

alle altre parti sezionate durante questa operazione.
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In questo settore per evitare 1'aumento della contaminazio

ne si devono adottare particolari norme igieniche.

Alterazioni

La degradazione di carne di pollo refrigerata si manifesta

con odori anormali seguiti da formazione di vischiosita,

aumento del. pH, dell'azoto basico volatile. Tali cambia-

menti divengono avvertibili quando i germi raggiungono

108/g.

1) Carcasse eviscerate - I fattori che influenzano la cre-
scita batterica sulle carca;se eviscerate sono: a) 1il
numero ed il tipo di psicrotrofi presanti dopo la lavo-:
razione; 5) la temperatura ed il tempo di conservazio-
ﬁe; c) il tipo di tessuto (pelle o carne); d) il pnH;

e) il potenziale redox; f) il tipo di imballaggio; g)
la presenza o 1l'assenza di COZ'
I batteri psicrotrofi entrano nell'impianto di macella-
zione ;rémite le penne e le zampe € in minor numero tra
mite 1l'acqua e il ghiaccio, Essi si moltiplicano sul-
le superfici sporche delle attrezzature e degli utensi-
1i, nelle acque di refrigerazione e sulla superficie

dei volatili.

Acinetobacter, Flavobacterium e Cytophaga sono i generi

pill comunemente presenti sulla superficie dei polli uc-
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cisi da poco,. Ma la causa principale della degradazio
ne della carne di pollo & rappresentata dallo sviluppo

di Pseudomonas ed in minor grado da Alteromonas putre-

faciens,

Pseudomonas spp sono 1la causa'principale dell'alterazio

_ne delle carcasse avvolte in films permeabili; Micro-

2)

bacterium thermosphactum ed i lattobacilli atipici sono
le cause principali di degradazione delle carcasse con-
fezionate in films impermeabili. Il ridotto potenzia-

le redox e¢ l'accumulo di CO, intorno alle carcasse con-

2

fezionate in films impermeabili inibisce la crescita de

gli Pseudomonas., Anche le Enterobacter spp possono de
gradare le carni di pollo confezionate sottovuoto.

Polli non eviscerati - I generi di microrganismi che si

mbltiplicano nei polli non eviscerati dipendono dalla

tempéeratura. I batteri mesofili nell'intestino pfodg
cono idrogeno solforato, che diffonde nel tessuto musco
lare e che in presenza di aria, sotto la pelle; comples
sa 1 pigmenti emici del sangue dando luogo ad una deco-

lorazione verde.

I microrganismi deterioranti psicrotrofi sulla pelle,

sono incapaci di moltiplicarsi se la pelle secca ed in-

tatta, Ma appena sono sezionati per rimuovere il ca-
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po, il collo ed i visceri, i microrganismi -deterioranti
vengono trasmessi alle superfici muscolari e poséono
quindi moltiplicarsi e produrre odori sgradevoli.

3) Visceri edibili

I visceri si conservano meno del tessﬁto muscolare ad
ecﬁezione dei durelli. La‘contaminazione accorcia la
vita cdmmercia}e.
Non sono mai state riscontrate differenze di conserva-
zione tra polli confezionati con o senza frattaglie,
Patogeni
I1 pollame poco cotto o conservato male pud diventare veij-
colo di ﬁaléttie alimentari,

I germi patogeni pill frequenti sono Salmonelle, Cl. per-

fringens e Staph. aureus. Altri, come la Yersjinia e il

Campylobacter, sono stati isolatli da prodotti a base di
pollo ma il loro significato sulla salute dell'uomo & dub

bio,

Volatili congelati e prodotti a base di carne di pollo

Mentre il pollame refrigerato ha una vita commerciale di
12 giorni, quello congelato non subisce alcun attacco bat-
terico.

Il congelamento pud avvenire mediante esposizione a corren
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ti di aria fredda nei tunnel o nelle camere fredde, median
te immersione in salamoia, o con l'esposizione a gas fred-
di, o0 mediante congelamento con piastra.

I1 congelamento e la conservazione allo stato congelato ri
ducono il numero di microrganismi.e la loro vitaliti le-
sionandoli,

Alla temperatura inferiore a -10°C, i germi lesionati muo-
iono durante la conservazione, ma se la temperatura aumén-
ta, possono riprendere a moltiplicarsi.

I batteri che si riducono di numero durante il congelamen-
to sono quelli presenti nel film d'acqua sito sulla super=-
ficie delle carcasse e non.quelli attaccati alla pelle o
che si trovano nei folliceli entro di essa. Comunque,
sulla superficie del pollame rimangono abbastanza.batteri
e si possono moltiplicare élterando il prodotto quando il
pollame & scongelato.

Alterazione

I1 pollame congelato non presenta problemi di conservabilij
td quando & mantenuto allo stato congelato.  Alcuni Iievi
ti e alcﬁne muffe, comunque, possono crescere.sulie c;rcag
se. congelate a2 -7°C. I germi responsabili sono il Clado-

sporium herbarum, che produce macchie nere, il Thamnidium

elegans e il Thamnidium chaetocladioides, che formano del-
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le pelositd, lo Sporotrichum carnis che dd luogo a macchie

bianche.

I prodotti conservati propriamente (-18°C o meno) posso-
nolvenire degradati dall'attivit2 microbica solo prima e
dopo lo scongelamento.

-Se i prodotti sono lasciati scongelare e rimangono alla
temperatura di refrigérazione,'il prodotto diviene organo-
letticamente inaccettabile dopo un certo periodo di tempo
in seguito allo sviluppo di microrganismi psicrotrofi. La
velocitd di degradazione dei ﬁolli congelati & deilo stes-
so ordine di grandezza di quella dei polli refrigerati ed -
8 influenzafa dagli stessi fattori,

Nellpollame congelato possono verificarsi danni di natura

-~

enzimatica o fisica quando & conservato per lungo tempo.
Patogeni .

I polli congelati possono contenere germi patogeni come

quelli refrigerati e presentano lo stesso problema delle
contaminazioni crociate dopo lo scongelamento. L'acqua

di scongelamento pud contenere diversi germi patogeni.

Prodotti cotti

Con la carne di pollame e con il pollame stesso si posso-

no produrre diversi alimenti preparati cuocendoli in varie
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maniere.

Effetto delle lavorazioni sui germi

La maggior parte di microrganismi presenti nei prodotti a
base di carne di pollo destinati alla cottura derivano dal
la carcassa stessa. |

Tuttavia le spezie usate possono contenere fino a 106 g/g
speciaiﬁente éporigeni come bacilli e closfridi. Le cel-
lule vegetative normalmente sono distrutte in seguito alla
cottura mentre non lo sono le spore. Le bperazioni di in
scatolamento sono le stesse dei prodotti non acidi.

I tempi e le.temperature usate dovrebbero distrﬁggere tut-
te le forme vegetative e tutte le spore. .Tutti gli altri
trattamenti di cotfura, lessatura, brasatura, frittura,
barbecue, se ben eseguiti, distruggono-tutti i microrganis
mi e le contaminazioni sono, di solito, successive. In
ogni modo le condizioni di cottura devono essere sempre at
tentamente controllate.

Alterazione

I prodotti cotti a base di carne di vollo dovrebbero avere
bassissime o nulle cariche batteriche. La vitaICOmmercig
le 8 strettamente correlata col tipo di trattamento usato

e con le condizioni di conservazione.

Patogeni



I germi patogeni eventualmente presenti nei predotti cotti

possono essere delle salmonelle, degli stafilococchi e il

Cl. perfringens.

In caso di presenza dei primi due microrganismi, & necessa
rio accertare se si tratta di cottura inshfficiente o di
cqntaminazione susseguente alla cottura.

La cottura uccide tutte le forme vegetative, ma pud risul-

tare inefficace nei cﬁnfronti dello spore di Cl. perfrin-
gens, che possono germinare a causa dell'abbassamgnto del
potenziale redox conseguente alla cottura.

Se la temperatura di conservazione & troppo elevata e se

quella di cottura 2 insufficiente, il Cl. perfringens pud

moltiplicarsi nel prodotto finito fino a concentrazioni pe

ricolose per il consumatore.

Prodotti salati e trattati col.nitrito

Le carni di volatile possono essere utilizzate per prepara
Te prodotti di gaétronomia'od insaccati.

Le carcasse, o parte di esse, possono venire salate e pre-
parate, dopo salagione, a secco o per via umida. Poi ven
gono sottoposte a cottura come si usa per i prodotti di
carne suina.

Effetto delle lavorazioni sui germi
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La salagione cambia selettivamente la flora batterica dei
prodotti favorendo lo sviluppo dei micrococchi e dei fun-
ghi~ Il calore, generato durante l'affumicamento, di so-
lito, uccide i germi non sporigeni che sono presenti sulla
superficie del pollame, ma dei trattamenti insufficienti
possono permettere la sopravvivenza degli asporigeni. Le
superfici dei prodotti essiccano diminuendo la Aw, L'af-
fumicamento deposita composti fenolici ed ac. acetico ed
abbas;a il pH superficiale,

Alterazione ‘ oo

I prodotti non pastorizzati, salati, salnitrati éd affumi-
cati hanno una vita commerciale breve e posSsSonoc essere al-
terati da muffe, se conservati in film permeabili ai gas.
Conservati sottovuoto affumicati, a +1°C hanno una vita
commerciale di circa 84 gg, quéndo sono pastorizzati a 70-
80°C, di circa 104 gg quando sono.pastorizzati a 9%°C,
Patogeni

La salagione in salamoia contenente il 9-10% di cloruro di
sodio inibisce la crescita di tutti i patogeni, se abbina-

té al freddo.

PRODOTTI DELLA PESCA

La composizione centesimale delle specie ittiche adoperate
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corme alimento per 1l'uomo € molto variabile. Soprattutto
il contenuto in grasso varia.considerevolmente a seconda
della specie e della stagione. I1 suo contenuto & inver-
samente proporzionale a quello in acqua.

I lipidi degli animali marini sono dei trigliceridi e dei
qufolipi@i-con acidi grassi a lunga catena insaturi.

Essi sono labili chimicamente e si ossidano facilmente du-
rante la conservazione.

I1 conténuto in carboidrati & trascurabile eccetto che nei
molluschi, nei quali si pud riscontrare anche il 3% di gli
cogeno,

I minerali del muscolo del pesce sono in scarsa quantita
ma sono molto vari.

Nella tabella seguente riportiamo la composizione media
della carne di pesce e di mollusco (Tab.II).

Il pesce contiene un'elevata quantit3d di composti azotati
non proteici, la maggior parte dei quali sono piccole mole
cole disciolte nei 1iquidi'mdsco1ari e sono attivamente
utilizzate dai microrganismi durante la degradazione del
pesce.

I1 muscolo del pesce & simile per struttura a quello dei
mammiferi, ma l@ quantitd di tessuto connettivo e quella

del pigmento sonc molto meno rispetto a quelle dei mammi-



feri.

11 tessuto muscolare costituisce ﬁn eccellente substrato
per -lo sviluppo dei microrganismi a causa della sua eleva-
ta Aw, del suo pH neutro e dell'elevato livello di nutrien
ti solubili.

La degradazione microbica del pesce & normalmente descrit-
ta comelﬁn prﬁcesso proteolitico, ma & soprattutto 1'azoto
non proteico (il glicogeno nei molluschi) che viene utiliz

zato.

Pesce crudo

La carne e gli organi interni dei pesci appena catturati

" sono sterili ma l'intestinp, le branchie e la ﬁelle.sono
invece fortemente contaminati.

Il piﬁ importante fattore ambientale che influenza la com-
posizione della microflera del pesce & indubbiamente la

- temperatura.

La popolazione batterica del pesce e.dei molluﬁcﬁi & com-
posta da psi;rotrofi, tuttavia i batteri dei pesci tropica
1i e dei mari temperati sono mesofili.

Nella maggior parte dei casi la flora batterica & euriali-
na e non alofila,

Dal punto di vista nutrizionale e biochimico 1 batteri dei
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pesci e dei molluschi utilizzano in massima parte i compo-
sti azotati piuttosto che i carboidrati, tuttavia certi
batteri, come i vibrioni, sone in grado di utilizzare la
chitina e gli zuccheri.

I microrganismi sono essenzialmente agrobi o anaerobi fa-
cglatativf e 1'80% della popolazione & fappresentato da ba

stoncini Gram-negativi dei generi Pseudomonas, Alteromo- -

nas, Moraxella, Acinetobacter, Flavobacterium Cytophaga e

Vibrio. Nelle acque calde prevalgono i corineformi e i
bacilli. In aggiunta ai batteri possono essere presenti
dei lieviti e, occasionalmente, delle muffe.

Vi sono dei generi di batteri che possono costituire un pe

ricolo per la salute pubblica: il Cl. botulinum e il grup-
po dei vibrioni.

Vi sono altri batteri. potenzialmente patogeni che perd so-
no dei contaminanti estranei e non possono venire conside-
rati membri della normale popolazione batterica dei pesci

e dei molluschi, sono: Cl. perfringens, 1'Erysipelotrix

rhusiopathiae, le salmonelle, le shigelle e le microalghe

Goniaulax.
Per i prodotti della pesca dobbiamo anche ricordare il ri-

schio potenziale dei virus nei molluschi.
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Prodotti della pesca freschi

I pesci sono catturati con vari metodi basati essenzialmen
te sull'uso di ami e di reti. Dal tempo della cattura a
gquello della raccolta possono intercorrere molte ore cosic
che le condizioni finali del pescato possono essere molto
varie.

I pesci, dopo la cattura, devono essere protetti dalla de-
gradazione durante il trasporto e dopo la lavorazione.
Tutte queste fasi si compiono da poche ore fino a 3 setti-
mane o pii. Di solito si usa il ghiaccio a:-2°C oppure
si ricorre al congelamento.

11 pesce pud essere eviscerato a bordo prima della sua con
servazione in ghiaccio. _jIn altre parti viene portato a
terra non eviscerato e per i pesci piccoli non si usa pro-
cedere a questa operazione.

Vi sono.delle controversie circa 1l'opportunitd o meno di
compiere a bordo questa operazione, I1 procedimento cer-
tamente rimuove una grande quantitd di germi degradanti ed
annulla la loro azionele quella degli enzimi intestinali,
ma pud far correre il rischio, se non viene bene effettua-
ta, di distribuire i germi su tutte le superfici.

In genere i cambiamenti-micfobici che avvengono nel pesce

~conservato con ghiaccio sono gli stessi sia sulle navi che



- 99 -

a terra, Sulle navi, ovviamente, la conservazione del pe
sce & pid difficile.

Mentre considerevoli quantita di pesce sono vendute evisce
rate o intere, altre vengono lavorate a mano o meccanica-
mente.

La contaminazione del pesce avviene generalmente dopo le
opefazioni di'cattura, durante la lavorazione e le fonti
di contaminazione derivano, come si & detto, dall'ambien-
te, dai lavoranti e dalle parti contaminate del pesce stes
so.

Anche la qualitd batteriologica dell'acqua & molto impor-’
tante perché, se clorata, pud contribuire a ridurre la con
taminazione microbica,

'Di solito i germi di origine umana e i ﬁesofili non si mol
tiplicano perché appunto il pesce & conservato allo stato
di refrigerazione e cosi, dopo 2 o 3 giorni di conservazio
ne, la flora microbica del pesce & costituita da Gram-, psi
crotrofi, Ovviamente il grado di contaminazione con que-
sto tipo di batteri, che sono responsabili della degrada-
zione dipende dalla qualitd igienica delle lavorazioni e
dalla intensitd della sanificazione, ma & énche funzione
del tipo di germi contaminanti.

Questi crescono quasi interamente sulla superficie del pe-
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sce e la degradazione procede lentamente quando il rappor-
to tra superficie e volume € basso e rapidamente quando &
alto.

Cosi la velocitd di degradazione aumenta quando si passa
dal pesce intero a quello eviscerato o affettato, a tranci
0 a quello triturato.

1 cambi;menti qualitativi nelle popolazioni batteriche si
accompagnanoai cambiamenti qualitativi della flora batieri
ca. Di solito, i bastoncini Gram negativi divengono rapi
damente predominanti a causa della loro capacitad a svilup-
parsi a temperature inferiori a 5°C e perch® utilizzano i

composti solubili.azotati non proteici. Gli Pseudomonas,

sono il gruppo batterico predominante nei pesci conservati
col freddo.

La deaminazione ossidativa seguita dall'assimilazione di
una certa parte dell'NH

prodotta serve come fonte di N, e

3 2
costituisce il primo passo del processo. Ci® provoca un
aumento di ammine volatili (principalmente NH3 e acidi
grassi liberi), Oltre a queste sono prodotte altre ammi-
ne in seguito alla scissione dei composti azotati non pro-
teici tra chi la TMA che deriva dalla riduzione deli'ossi-

do di TMA specialmente nei gadidi.

All'inizio del processo di deterioramento non vi € scissio
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ne proteica che pud invece verificarsi, sebbene ad un 1li-
vello molto limitato, negli ultimi periodi quando iISegni
della degradazione diventano palesi. 1 composti contenen
ti.zolfo'come il metilmercaptano, il dimetilsolfuro e lo

idrogeno solforato sono prodotti particolarmente da Alte-

romonas putrefaciens. I composti responsabili dell'odore

sgradevole:sono i seguenti: metilmercaptano, etilmercapta-
no, dimetilsolfuro, idrogeno solforato,.diacetile, acetal-
deide, propionaldeide, etanolo, metanolo, acetone, acetoi-
na, butanale, .etanale, metilbutanale.

E' stato ricordato che gli Pseudomonas, Acinetobacter-Mo-

raxella, sono i germi predominanti all'inizio della degra-
dazione, ma sono presenti anche dei corineformi.
I batteri degradanti sono biochimicamente molto attivi, so

4

prattutto nella riduzione dell'TMAQ a TMA.
Si sono gid ricordate le specie patogene eventualmente pre
senti nel pesce. Ricordiamo solo che, se sono presenti
degli stafilococchi, la loro origine deve essere individué
ta nei lavoranti e che Shigelle.e Salmonelle sono assai ra
ri ed hanno la stessa origine.

I microrganismi che alteranc il pesce sono vnsicrotrofi e,
generalmente, crescono bene tra 0° e 30°C. I mesofili,

che comprendono la maggior parte dei patogeni, crescono be
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ne tra 5 ¢ 40°C.  Cosi i prodotti della pesca conservati
a 5°C non permettono lo sviluppo dei patogeni.

Inoltre, nell'intervallo di temperatura entro il quale en-
trambi i gruppi di batteri crescono Bene, gli psicrotrofi
hanno una lag fase molto breve e quindi alterano il cibo
pgima che i patogeni possano raggiungere un livello perico
loso. : |

Per contenere i germi a un livello soddisfacentemente bas-
solnel pesce, gli addetti dovrebbero mantenere buone condi
zioni igieniche a bordo, negli impianti di lavorazione e
dovrebbero anche tenere il pesce a temperature inferiori a
3°C e soprattutto lavorarlo rapidamente.

Inoltre, il pesce va tenuto integro il pid possibile prima
della filettatpra e non deve essere lesionato dagli stru-

menti di lavorazione..

Crostaceil

Cattura e lavorazione

I crostacel sono catturati e trasportati vivi fino all'im-
pianto di lavorazione. All'arrivo ciascun animale morto
viene scartato. I gamberetti usualmente sono catturati

con le reti e poi vengono addizionati di ghiaccio per il

trasporto agli impianti di lavorazione. A differenza dei
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crostacei di grosse dimensioni, i gamberetti muoiono rapi-
damente dopo la cattura, Sono quindi lavati e sgusciati
automaticamente.

Saprofiti e degradazione

I microrganismi presenti sulla superficie dei grossi cro-
stacei, durante il trasporto, sono quelli delle acque da
cui essi ﬁrovengono con ltaggiunta di quelli apportati dai
pescatori e dalla superficie delle barche.

I microrganismi degradanti a2 queste punto hanno poca impor
tanza perché& le carni dell'animale vivo sono sterili.
L'invasione batterica dei tessuti, che segue la loro mor--
te, non ha alcuna importanza perché le carcasse morte sono
scartate.

La degradazione dei gamberetti & differente perchg gli anji
mali mudiono rapidamente dopo la cattura, Inocltre le re-
ti da pesci trascinano con se della fanghiglia insieme ai
gamberetti. I batteri provenienti da questa fonte, dal
ghiaccio e dai contenitori hanno 1'opportunitd di crescere
durante il trasporto fino all'impianto di lavorazione: co-
si la maggior parte.dei gamberetti ha un'elevata carica
batterica al momento della lavorazione. Vi sono pqrecchi
lavori che segnalano la predominanza dei Gram negativi, ma

sono anche presenti dei corineformi.
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Durante la lavorazione, la carne dei crostace) subisce le

stesse modificazioni biochimiche segnalate per il pesce:

a queste vanno aggiunte le alterazioni di colore (melano-

si) dovute a reazioni enzimatiche. A causa delle loro

piccole dimensioni e dell'elevato rapporto superficie/volu
| _

me, i gamberetti si alterano pill rapidamente dei pesci.

I grossi‘crostacei subiscono le stesse variazioni biochimi

che ma non ci sono lavori sui cambiamenti significativi'dg

vuti ai microrganismi.

Quando sono raccolti in acque contaminate, i crostacei pos

sono contenere dei patogeni, ma di solito vengono distrut-

ti dalle lavorazioni.

Fa ecdezione il Vibrio parahaemolyticus che pud dar luogo

ad intossicazioni perch®& si pud moltiplicare nelle carni
di crostacei conservate a temperatura ambientale.

I crostacei e i gamberi-delle acque.temperate hanno una mi
croflora dominata da Gram negativi e da corinefo;mi. Du-
raﬁte la conservazione ih'ghiaccio, questi germi possono

moltiplicarsi e soprattutto i Gram negativi.

Molluschi

- - b

I molluschi bivalvi sono raccolti di solito dai balani e

le ostriche dai fondali delle zone di allevamento. Di so
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lito sono trasportati vivi col guscio, generalmente senza
refrigerazione, Sono venduti col guscio, raramente sen-
za,~ Molto spesso sono consumati crudi.

I molluschi contengono dei microrganismi che vanno da 104

6 . A e
a 10 g/g. La microflora & costituita prevalentemente da

bastoncini Gram negativi dei generi Vibrio, Pseudomonas,

Acinetobacter-Moraxella, Alcalingenes, Flavobacterium e

Citophaga.

Durante la degradazione Pseudomonas e Vibrio sono probabil

mente i germi- predominanti: oltre ad essi e in maggiornu-
‘mero possono svilupparsi i lattobacilli perchd i molluschi
contengono glicogeno.

Dal punto di yista biochimico la degradazione ;omprende
processi proteolitici e glucidolitici.. 51 accumulano
NHS,_delle ammine e acidj. I1 pH di solito diminuisce,
Durante la loro vita i molluschi filtrano i microrganismi
presenti nell'acqua. La quantitd filtrata da un ostrica
pud essere di 4¢ 1/h; cosl 1la capacita di concentrare mi-
crorganismi & elevata.

_Batteri enterici, e virus provenienti dagli esseri umani o
dagli animali possono cosi concentrarsi e trasmettersi ai X

consumatori, se si c¢ibano di molluschi crudi.

, La lavorazione del pesce e dei molluschi d'acqua dolce &
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simile a quella dei pesci di mare. Tuttavia per questo
tipo di pesci, di solito, esistono meno problemi perché& il

punto di consumo e il tempo del trasporto sonc ridotti.

Prodotti della pesca congelati

Si sottopongono a surgelamento i pesci interi, o pofziona-
ti da soli o confezioni in blocchi. 11 surgelamento € ra
pido ed avviene a bassissime temperature. La conservaiig
ne & a -18°C. Lo scongelamento migliore deve essere ef-
fettuato a +3°C o mediante immersione in acqua fredda.

Le conte batteriche dei prodofti congelati riflettono la
qualitd batterioclogica del materiale grezzo e la contami-
nazione avvenuta durante le fasi della lavofazione.

La riduzione del numero di batteri in conseguenza del con-
gelamento e della conservazione allo stato di congelamento
& molto variabile e cid rende difficile stabilire la qua-
1itd batteriologica del prodotto prima del suo congelamen-
to.

I batteri psicrotrofi dei pesci non sono particolarmente
resisteﬂti allo stress da congelamento ma la risposta &
strettamente correlata con il singolo ceppo, cosicché non
si possono fornire indicazioni di carattere generale.

I microrganismi degradantl possono Crescere nel pesce cru-
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do tenuto a lungo a temperature inadatte prima del congela
mento -0 congelato lentamente, o scongelati lentamente 0 te
nuti scongelati per troppo tempo,. I fattori limitanti so
nc il tempo e la temperatura. Nessun microrganismo pud
crescere al di sotto di -10 -12°C tranne le muffe.

Di solito i microrganismi patogeni sono presenti in scarsa
quantiti é sono distrutti dal trattamento termico. Lo

stesso succede con le tossine di Cl. botulinum, La tempe

ratura @ quindi il fattore principale che controlla 1l'atti
vitd microbica e l'analisi batteriologica fornisce alcune
informazioni sulla qualita del pesce prima del congelamen-
to. I1 giudizio finale, basato sull'analisi microbiblogi
ca, deve tenere conto che la carica microbica ritrovata -
.inferiore a quella‘iniZiale perché molti ceppi muoiono in

seguito al congelamento.

Crostacel cotti

Procedimento

I procedimenti di cottura possono'essere: la sbollentatura
a 95/100°C, la bollitura, la cottura sotto pressione (100°
C e pid). La durata della cottura & principalmente breve,
perchg si cerca di minimizzare la perdita di qua}ité. La

carne dei crostacei viene asportata manualmente oppure la
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si separa mediante flottazione con salamoia.
Per aumentare 1la vita'commerciale della carne si pud pre-
cuocere a 77°C per 1',

Degradazione

La cottura dei Crostacei riduce significativamente la cari
ca microbica e distrugge i germi sensibili. La separazio
ne dei gusci dalla carne e gli altri tipi di lavorazione

ricontaminano la carne e la flora microbica pud essere co-

stituita da+Gram negativi ambientali come gli Achromobac-

ter, gli Pseudomonas e da corineformi.

La qualita igienica.di questi prodotti dipende dalle buone
norme di lavorézione.

Oltre ai germi elencati, infatti possono essere presenti
c"_lif“’“.i- E__s_g;_;, sta€ilococchi di origine umana.

Prodotti in scatola

I prodotti in scatola della pesca, pfesentano il:problema'
della cosi&etta sterilitid biologica o commerciale perché |
il trattamento termico che si applica non semPre éistrUgge
i germi presenti. Infatti per questi alimenti le tempera
ture troppo elgvate, cio& quelle normalmente impiegate per
sterilizzare possono alterare i prodotti.

"E' quindi ovvio che la presenza di germi delle scatole &
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tollerabile se: il prodotto non & alterato; se non sono
presenti tossine; se i germi non sono patogeni e non sono

in grado di produrre tossine.

Semiconserve

Una grande quantitd di prodotti della pesca Sono conserva-
tilabbinaﬂdo 1*azi;ne del calore (pastofizzazione) con
quella dei conservanti@ ma & 1'Aw il fattore decisivo per
la conservazione di questi prodotti.

In genere la f£lora batteric; & bassa ed i prodotti si con-
servano bene a meno che non siano massivamente contaminati
per errore.;

Anche i prodogti della pesca affumicati si conservano a
'1ungo. I1 loro contenuto di umidita & troppo basso per
permettere lo sviluppo dei germi patogeni e di quelli de-
terioranti, Caratteristica & la flora batterica costitui
ta da Gram positivi; quando 1'Aw & sufficientemente.eleva-
ta, allora il prodotto pud venire alterato dallo sviluppo
dei Gram negativi.

Dal punto di vista igienico sanitario il rischio presenta-
to dalle conserve di pesce & costituito dallo sviluppo di

Cl. botulinum, ma il suo sviluppo & impedito dalla presen-

za di 4,1% di NaCl calcolato sulla frazione acquosa e da
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un Aw inferiore a 0,98, -
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SCHEMA DI LAVORAZIONE DELLE CARCASSE DI POLLO
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preparazione
del nrodotto
finale

congelamento e
confezionamento

conservazione
al freddo
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POSSIBILITA' DI CONTAMINAZIONE MICROBICA DURANTE LE FASI

DI LAVORAZIONE DEI PRODOTTI .CARNEI

Bt

1} Qualitd della materia prima.

2) Stato di manutenzione delle attrezzature e dei locali

di lavorazione.
3) Attenta cura con cui si effettua la lavorazione.
4) Igiene del personale.

5) Temferatura degli ambienti di lavorazione.
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v

PROCESSO DI L AVORAZ10NF, DURANTE TL QUALE E' POSSIBILE LA

A DI FOCOLAI 1} CONTAMINAZIONE MICROBICA

INSORGENZ

T

Carni bovine - suino - ovine - caprine - equine

Macellazione
Sozionatura
pPorzionatura
~
Rnffreddamento‘\\\\\\$
Carne Prodotti cotti
fresca '

Carne Refrigorazion® Salagione
trita ¢ g : Essiccatura
- Carne hd Surgelamento

Congelamento

sottovuoto

—a e
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MICRORGANISMI RESPONSABILI DEI FOCOLAI DI CONTAMINAZIONE

Lattobacillaceae
Enterobatteriaceae
Pseudomonas
Acinetobacter
Moraxella
Alcaligenes
Flavobacterium
Corineformi
Streptococcus fecali
Aeromonas
Micrococchi

Lieviti e muffe

Carne ¢ prodotti

derivati
Salmonelle
Staphylococcus aureus

Yersinia enterocolitica

Clostridijum perfringens
Clostridium botulinum
Bacillus cereus

Virus
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PASSAGGI DELL'UOVO DURANTE I QUALI E' POSSIBILE LA CONTAMI-

L4

NAZIONE MICROBICA

)

QOvario Intestino
. tor . ‘ ’
Ovidotto : Cloaca

Tuorlo~Albume

T

Letfiera

[

o L e —————— - -
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PROCESSQO DI LAVORAZIONE DURANTE IL QUALE E' POSSIBILE LA

INSORGENZA DI FOCOLAI DI CONTAMINAZIONE MICROBICA

Pollame
Sbollentatura
b 4

Spennatura

W
Eviscerazione

v
Lavaggio

Raffreddamento

Prodotti cotti Pesatura e confezionamento
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MICRORGANISMI RESPONSABILI DEI FOCOLAI DI CONTAMINAZIONE

- Pseudomonas {Alteromonas
putrefaciens)

Aeromonas '

Chromobacter

Flavobacterium

Acinetobacter

Alcaligenes

Corineformi

Enterobacter .

Lactobacilli atipici - Micro
bacterium thermosphactum

Muffe e lieviti

Pollame

Salmonelle
Staphylococcus aureus

Yersinia enterocolitica

Campylobacter
Clostridium perfringens
Clostridium botulinum

Bacillus
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PROCESSO DI LAVORAZIONE DURANTE IL QUALE E' POSSIBILE LA

INSORGENZA DI FOCOLAI DI CONTAMINAZIONE MICROBICA

Pesci

. ' Refrigerazione
Frescoér*f":::::::;y
Surgelamento

. A
Congelamento Eviscerazione

W
Sezionatura

Fregsg’*’,,,rff”’”'ﬁﬁCongelamento Affumicazione

Surgelamento Prodotti
cotti
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PROCESSO DI LAVORAZIONE DURANTE IL QUALE E' POSSIBILE LA

INSORGENZA DI FOCOLAI DI CONTAMINAZIONE MICROBICA

Crostacei
» ~, »
Refrigerazione

N
Lavaggio

NV
Sgusciatura
Freschi o Sbollentatura

\

Surgelazione

~Molluschi
Refricerazione
Freschi Sbollentatura

Surgelazione
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MICRORGANISMI RESPONSABILI DEI FOCOLAI DI CONTAMINAZIONE

Pseudomonas
Aeromongs
Alteromonas
Mqrakella
‘Acinetobacter
Flavobacterium
Cytophaga

Corineformi

Prodotti

della pesca

Vibrionaceae’

Salmonelle - Shigelle

Clostridium botulinum
Clostridium perfringens

Virus
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TOSSINFEZIONI ALIMENTARI DA BIOTOSSINE MARINE

Dott.cea LAURA "OLTERRA

Laboratorio di Igiene del Territorio- 1.5.8.

Il consumo di molluschi, specialmente crudi, pud esse
re all'origine di numerose malattie: batteriche (salmonel-
losi e coléra), virali (epatite di tipo A), parassitarie
(angiostrongilosi).

A narte, perd, le suddette infezioni o infestazioni,
l'ingestione di mitili e di p;rticolari pesci pud essere
dannosa, poiché questi organismi possono, in particolari
circostanze, contenere sostanze tossiche.ed essere veicoli
perll'uomo di tossinfezioni alimentari che causano manife-
stazioni soprattutto di indole neurologiCa (PSP=Paralytic
Shellfish Poisoning; NSP=Neurotoxic Shellfish Poisoning;
sindrome da tetrodbtossine), ma anche che colpiscono 1'ap-
parato digerente umano (DSP=Diarrheic Shellfish Poisoning;

Ciguatera).

La pilt nota intossicazione di questo tipo, connessa
all'assunzione di frutti di mare, & il PSP, I sintomi di
questa sindrome possono distinguersi in lievi, severi e

acuti e vanno dalla cefalea e vomito fino alla paresi de-



gli arti e a difficoltd respiratorie gravi che possono con

durre a morte i soggetti colpiti.l Negli anni '20 Sommer
e Meyer (1) in California, ne individuarono la causa in
untalga del genere Goniaulax, 1la quale produrrebbe una tos
sina, che si concentrerebbe nei molluschi_filtratori. Ta-
19 tossina caratterizzata chimicamente come una tetraidro-

purina & stata chiamata saxitossima dal Saxidomus gigante-

us, mollusco dell'Alaska responsabile di casi di PSP.

Oggi la chimica dei veleni paralizzanfi, responsabili
della sindrome PSP si & complicata.. Si tratta non di una
sola tossina, bensi di un gruppo di tossine a cdi apparten
gono, accanto alla pill nota saxitossina, un# serie di go-
niautossine.(da I # vIii), @i cui una: la goniéutossina III
anche pild tossica deilé stessa saxitossina (2,3). Tali
compﬁsti sono comunque tutti idrosolubili, o meglio acido
solubili (la loro massima solubilit3d si ha a pH 4), debol-
mente solubili in me£anolo ed etanolo, completamente inso-
lubili nei solventi polarti.

Producono tossine che determinano PSP vari membri del

phylum Dinophyta: per lo piii le alghe incriminate apparten

gono al genere Goniaulax (G. catenella, tamarensis, exca-

-

vata, acatenella, polyedra), ma anche al genere Pyrodinium

(P. bahamense, phoneus) (4).
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I1 fenomeno del PSP & sempre associato alla comaparsé
di maree colorate: le acque del mare assumono una colora-
zione rossastra per la presenza di una certa concentrazio-
ne.di queste alghe, Tale cambiamento di colore si regi-
stra quando la concentrazione dell'alga nella massa acquo-
sa raggiunge il valore di 106/1. Queste maree si possono
vefificare;nel periodo che va da marzo a novembre ed ini-
zialmente furono ¥egistrate solamente nelle zone tropicali
€ sub-tropicali &ell'eﬁisfero boreale (esattamente in una
fascia compresa tra i 30° e i 60° di latitudine Nbrd) {(5).

Oggi sono stati segnalati episodi di PSP anche in Ma-
lesia, Sud Africa,_Venezuela e India, l1l'area pin sgriamen—
te colpita & la costa del Pacifico: dalla California alle
isole Aleutine, Segue il Nord Europa e il Nord America,

Le alghe responsabili delila produzione delle tossine
si concentrano massimamente nei molluschi filtratori, qua-
1i ad esempio i mitili, ma si possono anche trovare in mol
luschi carnivori, quali le lumache di mare. I molluschi
filtratori accumulano veleno, direttamente, poich& sono ca
paci di filtrare grandi volumi di acqua. Le lumache, in-
vece, accumulano tossine di seconda mano, poiché si cibano
di bivalvi filtratori in cui le tossine possono essersi ac

cumulate. I1 veleno & distribuito diversamente nelle va-
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rie parti del corbo ed & concentrato in organi diversi an-
che a seconda delle specie considerate (5) e delle stagio-
ni.. In estate il sito principale & 1l'epatopancreas, se-
guito dalle branchie e dalle gonadi, quindi dalla massa mu
scolare e dai sifoni. Col procedere delle stagioni, pas-~
sando dall'autunno all'inverno la ghiandola digestiva si
rimpicciéiisce e perde conseguentemente veleno pidl rapida-
mente dalle branchie.

Si & detto che 1a concentrazione del veleno varia nei
diversi organi dei molluschi, anche in funziqne della sve-
cie: sebbene i sifoni rappresentino un organo con scarsa
capacitd concentrante nei confronti delle tossine del PSP,

in un caso specifico, quello del Saxidomus giganteus sono

proprio i sifoni il luogo preferenziale di accumulo.
Mentre i molluschi non risentono delle fitotossine re
sponsabili del PSP, ma le trasmettono all'uomo che se ne
ciba, sono stati segnalati episodi di morie di zooplancton
e di pesci in cui la morte poteva essere associata alla
presenza nel tubo digerente di alghe tossiche dinoflagella
te del genere Goniaulax. Tuttavia, secondo alcuni auto-
ri, gli animali a sangue freddo sarebbero abbastanza insen
sibili agli effetti della ;ossina. Non cosi gli animali

a sangue caldo come: galline, piccioni e gatti (5). Nel-



1'ultimo decennio sono stati registrati due episodi di mo-

rie di uccelli che si erano cibati di pesci che avevano as

sunto l'alga Goniaulax excavata (6). Gli uccelli in que-

stione, tra cui cormorani e gabbiani, presentavano lesioni
patologiche che includevano infiammazione dell'apparato di

gerente ed. emorragie cerebrali.

Le sindromi da PSP crescono di anno in anno. Si &
calcolato che nel periodo 1970-1974 la sindrome da PSP ha
rappresentato il 5,4% di tutte le tossinfezioni da biotos-

sine che hanno interessato l'uomo e che potevano essere

correlate con la ingestione di mitili.

Durante il mese di ottobre del 1976 anche jn Italia
e parallelamente in Francia e in Ispagna si sono verifica-

-ti alcuni casi di PSP, Si trattava di mitili provenien-

ti da impianti di a;levamento ubicati nei rias della Gali-
zia e impeortati in Italia nel periodo settembre-~-anrile,

quando si ha praticamente una interruzione pressoccheé to-
tale della produzione nazionale di tali molluschi. Nessun

caso in quella circostanza fu letale (7).,

Una sindrome analoga al PSP e sempre connessa con il

consumo di molluschi & 1'NSP {Neurotoxic Shellfish Poiso-

ning). La sintomatologia per 1'uomo & meno acuta di quel
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la del PSP: i sintomi di intossicazione si manifestano do-
po 3 h dalla ingestione e sono caratterizzati da pareste-~
sie, vomito, diarrea, ma non vi & mai paralisi respirato-
ria. Casi di paralisi respiratoria si possono verificare
solo per esposizione diretta ad areosol delle celiule alga
1i responsabilj della produzione della tossina. Tali ca=~
si sono stati indotti sperimentalmente in laboratorio.

Anche qui & una dinoflagellata l'alga produttrice &el_

la componente tossica: il Gymnodinium breve.

Fioriture di G, breve si osservano periodicamente
(ogni 3-4 anni) nel periodo estivo autunnale .in ione spe-
cifiche: una di queste aree & 1a Florida (8). Le fiori-
ture sono.associate a massicce morie di pesci, anche della“
specie Pil resistenti: quali, ad esempio, il Mugil! cepha-
lus, I pesci perdono il senso dell'equilibrio e una vol-
ta morti non presentano"alcung lesione patologica (9).
Conseguenfemente alle morie di pesci si registrano anche
- morie di uccelli che si nutrono dei pesci contaminati,

La differenza di azione dei due gruppi di tossine re-
sponsabili dell'NSP e del PSP pud essere spiegatalcon la
natura dell'agente tossico. Infatti, mentre per i casi
di PSP le dinoflagellate incriminate sono tutte tecate,

nel caso dell'NSP si tratta di uns dinoflagellata nuda, La
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cellula & talmente fragile che si rompe al passaggio att
. _ attra

verso le branchie del pesce, rilasciapgg cosl le tossi
- ssine

chg.rapidamente vengono portate in circole daj sistema san
gquigno, con le ben note conseguenze letali, i
La natura delle tossine elaborate (a1 G. breve non &
aq;ora de1 tutto nota: si tratta senpre di un gruppo di
tossine liposoiubili, non aromatiche, pop proteiche (10).
Un'altra tossinfezione alimentuare g5 biotossine alga-
1li & la ciguatera, Essa & conseéguonte al consum;.di ﬁe-
sci che vivopo nelle barriere coralline & che possono con
tenere nelle loro carni e nei loro visceri veleno. Int:-
ressa 1'emisfero australe e parte di quello boreale in una
latitqdine compresa tra i 35° di latitudine Nord e i 35°
di 1§fitudine Sud.  La malattia, nota fino dal 1600 come

ciguatera, ha dato il nome alla toss{ipg: ciguatossina

Chimicamente la tossina & un lipide con un azoto qua-
ternario, uno o pid gruppi idressilici e un ciclopentanone
centrale (11).

La ciguatera & caratterizzata da una sindrome intesti
nale (crampi, nausea, vomito, diarrea acquosa), che solo

in pochi casi pud condurre a morte,

Nel quadriennio 1870-1974 su 184 ¢agj riconosciuti di
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ciguatera in U.S.A. nessuno risultd mortale. In questi
ultimi casi la sindrome intestinaie era associata a ipoten
sione e a paralisi respiratoria,

La tossina che si accumula nei pesci ¢ prodotta pre-

sumibilmente da una alga: Gambierdiscus toxicus., una dino-

flagellata tecata, che vive nelle barriere coralline attac
cata a ﬁ;croalghe (12). Pil di 400 specie di pesci ossei
che si cibano di alghe o déi detriti finvenuti nelle bar-
Tiere coralline possono essere portq;ori di.ciguatossina
ner l'uomo, Le concentrazioni pill alte di tpssina si tro
vano nel fegato e nei visceri, ma non tutti i pesci di una
stessa popolazione-.contengono un egual 1iveilo di tossina.
Questo infatti & funzione delle abitudini alimentqri indi
viduali di ciascun soggetto.

Un'altra intossicazione alimentare correlabiie al con
sumo di frutti di mare & il DSP (Diarrheic Shellfish Poi-
soning). L'intossicazione & caratterizzata da ﬁiarrea,
nausea, vomito e dolori addominali. I sintomi si manife-
stano da 30 minuti a poche ore dall‘ingestioné (13]. Si
coptrae cibandosi di molluschi che si siano sviluppati in
aree in cui si sono regist;afe fioriture di dinoflégella—

te tecate: Dinophysis fortii o D. acuminata e varie spe-
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cie di Prorocentrum (P, micans, lima, redfieldii)(13,14).

La natura chimica delle. sostanze prodotte da queste

alghe & acido oxadaico o suoi derivati (15).

Tra le biotossine marine che possono interessare lo
uomo la tetrodotossina & l'unica che non & prodotta da al-
ghe. Si tratta, in tal caso, di un metabolita elaborato

da alcuni pesci della famiglia Tetrodontidae, che si accu-

mula nei visceri e nella carne di questi organismi.

La quantit3d di tossina rinvenibile & variabile in fun
zione dei cici biologici: & massima all'inizio dell'estate
prima della fregola.

I sintomi prodotti sull'uomo dalla tetrodotossina so-
no analoghi a quelli della saxitossina e conducono a morte
pitt del 50% degli individui colpiti.

ILa sostanza tossica & una aminOperidroquinazolina e
campioni di'pesCe ne possono contenere da 0,5 a 30 mg/Kg
di peso umido di carne.

In Italia si sono osservati 10 casi di intossicazione

_da tetrodotossina con 3 esiti fatali, a seguito di consumo

di prodotti surgelati provenienti da Taiwan (16).
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MONITORAGGIO MICROBIQLOGICO A LIVELLO DI LOCALI, ATTREZZATURE
E PERSONALE NELL'INDUSTRIA ALIMENTARE.

L

- Dott. Leucio OREFICE
Laboratoric di Alimenti -I.8.S.

Il mantenimento e il controllo dell'igiene nell'industria
 alimentare sono resi pill agevoli se in origine i locali, 1le ap
parecchiature e gli utensili sono progettati e realizzati in ma
niera adeguata. -

Quanto pildl l'ambiente concorre alla facilitd del manteni-
ménto della pulizia, tanto pidl & facile che il grado di pulizia
richiesto venga attuato e mantenuto. Tuttavia anche in presen-

- za di una buona progettazione delle strutture e soprattutto in
mancanza di qﬁesta, 8i richiede una adeguata sorveglianza ssani
taria per impedire che le molteplici attivitid collegate con la
produzione e distribuzione degli alimenti possano anche @essere
causa di oonteminazioni microbiche indesiderate.Queste ultinme,
come & noto, sono quelle che si riflettono sul deterioramento
della qualitd del prodotto finito e quelle che sono causa ai
pericolo per la salute'pubblica}

La sorveglianza, perché risulti efficace, dovri essere
attuata sia a;livello dell'ambiente di lavore (locali,superfici
varie, utensili e macchinari) che & livello del personale addet

to.
AJAMBIENTE DI LAVORO

Le fonti ambientali che hanno un ruolo predominante nelle
contaminazione dei prodotti alimentari sono:
1) L'aria confinata, con la polvere in essgsa sospesa, alla qua-
le l'alimento pud essere esposto per un periodo pid o meno lun
- go3

2) 1le superfici che entranc in contatto diretto con 10

alimento;
. -



3) l'acqua impiegata per 1a pulizia o comunque nei processi
produzione.

l!AR‘]?A

Vari autori hanno dimostrato come la carica microbiotica
presenfe nell'aria pud rivestire, oltre certi limiti, un ruo
lo significativo nel modificare le caratteristiche microbiolo
giche ai aleuni tipi di alimenti (1) (2) (3). _
Noi stessi abbiamo condotto uypna serie di indagini i cui risul
tatl ci hanno indotto & confermare tale conclusione (k).
Da tali indegini & emerso, tra 1'altro, che il vslore delle
carica mierobica. dell'alimento esposto & correlato a fat-
tori qﬁali la ricettivitd dell'alimento stesso (valori di ph,

presenza di spezie,.carica microbica "ell'origine" ecc), il

contenuto microbico dell'aria, il tempo &i esposizione, il rap
porto superficie esposta/peso dell'alimento, i valori di Ay

di superficie rilevabili nell'alimento stesso durante l'esposi
zione. Inoltre la accertate presenza di stafilococchi coagula-
gi-positivi in misura nop trascurabile in campioni di carne e
derivati del latte originariemente esenti ed esposti ad aria
altamente micribizzate Per un tempo sufficiente, 'ci ha dimostra
to la possibilita ai riproduzione di tali germi nelle condizio-
ni sperimentali attuate e 1g possibilitd del raggiungimento i
concentrazioni prossime g qualle necessarie per provocare una
tossinfezione 8limentare,

Da quanto esposto emerge l'importanza di attuare un moni-
toraggio delle condiziopi microbiologiche dell'aria negli ambien
ti 4i produzione degli alimenti.

Per quanto concerne 1a scelta del metodo, lo studioc compa-
retivo di diversi sistemi q3 captazione de noi condotto ha evi-

denziato la superioriti dei sistemi ad impatto forzato che fanno
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,uso 41 apparecchi ad aspirazione di volumi noti d'aria, rispel

to al tradizionale sistema che si affida alla sedimentazicne

spoﬁﬁanea dei microorganismi.

Vi @ solo una grossolana relazione tra contenuto micro-
bicoe per ﬁnita di volume d'aria e microorganismi che si depe
sitano su una superficie orizzontale nell'unitd d4i tempo, a
causa della notevole dipendenza della sedimentazione dai mo-
‘vimenti dell'aria pill lievi. |

I dati ricavati con il sistema della sedimentazione spon
tanea, espressi in u.f.c;/dmefora, possono tuttavia risultare
interessahti, se sufficientemente estesi nel tempo, in quanto
correlati ail processi di sedimentazione che si verificano su
.analoghe superfici di un alimento all'arie. I metodi che impig
‘gano il gorgogliemento in terreno 1iquido, la precipitaZione
‘elettrostatica e la precipitazione termica presentano pidl in-
convenienti ‘che vantaggi (5) e pertanto non 1li prenderemo in
considerazione.

Nella scelta 4i ﬁn campionatore ad aspirazione.appare con
veniente dare la preferenza ad apparecchi maneggevoli, autonomi
rispetto &alla &isponibilita di un impianto elettrico, rapidi
nella esecuzione del prelievo. Tale ultima caratteristica si
pud riflettere sulla limitazione dello stress disidratativo
delle cellule captafe, con conseguenti conteggi microbici pild
elevati a paritd di wolume d'aria prelevato-

Gli apparecchi R.C.S. (Biotest-Milano) con fogli di terTe
no di coltura pronti e S.A.S (P.B.I. -Milano) rispondono a tali
requisiti. In quest'ultimo 1l'aria confinata, aspirata attra-
verso una superficie forellata, viene convogliata su una pia~
stra Petri contenente un terreno nutritivo specifico per i

microorganismi che si intendeno ricercare. Trascorso il tempo
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‘di campionamento, la piastra viene rimossa e posta ad incubare.

- Successivamente si conta i} numero di colonie presenti sulla pia
stra e, poiché sono noti la portata dell'apparecchio (1 m3 in 5'30") e
il tempo di campionamento, si calcola il.numero di u.f.c. per metro cu
bo d'aria.

I punti di prelievo e la frequenza dei campionamenti vanno stu-
diati caso per cas¢. In lines di massima & consigliasbile montare 1l'ap
parecchio su uno stativo che consente il collocamento stabile a varie
altezze dal suolo, orientare opportunsmente 1'spparecchioc stesso ed
.uniformare le cbndizidni di prelievo nei diversi campionamenti che si
effettyano ad intervalli di tempo. Una maggiére frequenza 4i campionamen
ti potrd essere prevista nei locali nei quali esiste una notevole wmidi
t3 delle superfici (ivi compresi i pavimenti), un'alta ﬁmidita relativa,
la presenza di irregola;i correﬁti d'aria.

Particolare attenzione andri posfs alle zone situate in prossimi
td delle aree di 1avor§zione e deile eventuali griglie di entrats e di
.useita dell'aria cqndizionata. Per facilitare le operaziomi di mcnitorﬁg
gio, sﬁecie nei casi 4i carenza di personale, si pud adottare il siste

ma MIM-3 (PBI-Milano) il cui principio di funzionamento & perfettamente

analogo a quello del S.A.S,Tale sistema fornisce la'possibilita di control

lare autometicamente il contenuto microbico dell'aria mediante una unitd
a microprocessore, la quale permette di effettuare tre campionamenti ai
tempi programmati, in assenza dell'coperatore.

I1 giudizio igienico, sulls base dei dati raccolti, potrd eésere
formulato sblo dopo aver svolto un lavoro preliminsre infeso-ad accerta-
re i limiti di accettabilitd in ogni singolo ambiente, relativamente al-
la cﬁrica batterica totale e a quella micetice, nonché ad eventuali altri
microorganismi specifici pil o meno rilevanti. In alcuni casi occorre te

nere presente che gli alimenti stessi, per la loro particolare natura,

e g

B T o R R S I ST

T
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divengono fonte' di diffusiocne microbica nell'ambiente, dando luogo al- '
l'istaurarsi di un verc e proprioc ciclo alimentor==am® anmhiente.

A puro titole indicative possismo dire che, relativamente ai ve+
. lori della carica totale dei mesofili aercbi, in locali adibiti a lavo-
razioni sterili si riscontrano mediamente 10%100 u.f.c./m3, in loeali
adidbiti & lavorazioni diverse di semilavorati 1004500 u.f.c./m3, in 1o
| cali particdlafi adibiti a lavorazioni che compoftdno un eiclo alimento-~
arbiente (es. 1avorﬁziOQe insaccati, formaggi ece)} 500+1500 u.r.c./ms.
2} SUPERFICI

| La sorveglianza igieniéa delle superfiei di lavoro riveste par

ticolare importanza specie quando 1'alimento in produzione non subisce
un trattamento termico finale o non & esclusivamente destinato alla cot
tura. E' stato dimostrato che la pulizia inadegueta di superfieci di ls -
voro, nastri e rulli di trasporto pud comportare un incremento della ca
rica microbica superficiale del prodotto finite anche di un centinaio di
volte! (6). Risulta qpindi conveniente che tali superfici non presentino
punti difficili da raggiungere con le operazioni di pulizia e disinfezip
ne, né zone di facile eccumulo di sporcizia {angoli non raccordati, rive
stimenti discontinui con fessure, giunti a scarsa tenuta, ecc)}. Particola
re cura & da dedicare alle bonifica dei raccordi e delle guarnizioni inter
poste lungo cirbuiti i alimentazione o di smistamento dell'impianto. In
tali punti infatti si possono annidare ammassi batterici dotati di elevata
resistenza verso i detergenti ed i disinfettanti abitualmente impiegati.

Da tali ammassi possono saltuariamente staccarsi "gettate™ batteri
che che penetrando nell'impianto, causano saltuari ed imprevedibili inqui
nementi. Sono pertanto da evitarsi materiali porosi, e occorre dare la
preferenza a sistemi di giuntaggio ad incastro costruiti in accialo inossi
dabile o in resine particolari.

Le superfici, le tubature, i raccordi, ma anche gli utensili e le par
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ti di_apparecchiature che vengono in contatto con gli alimen

ti in produzione devono dungue essere sottoposti a procedimen

ti d{'lavaggio e di bonifica almenec una volta al giorno, al ter
mine del turno lavorativo. La scelta del disinfettante deve es
sere subordinata alla realizzazione di differenti esigenze,

quali l'ampio spettro d'azione, la bassa tossicitd, l'azione

in presenza di residui di sostanze organiche, la scarsa aggres
sivitd verso i méteriali: i tensiocattivi anfoteri, ad esempio, si
sono dimostrati assai utili perché rispondono & tutti questi
regquisiti.

I1 problema del mﬁnitoraggio microbiolegico & livello
delle superfici di lavoro, degli utensili, dei macchinari, cop
siste nell'individuare "valori sogiia" che non devono eggere su
perati nel corso delle lavorazione e nel determinare, 8l termi-
ne del turno lavorative,l'efficacie dei trattamenti di detersione -
disinfezione che sono stati applicati. E' opportuno tenere conto
dell'alta frequenza con la quale si concentrano sulle superfici
-di lavoro, nel corso della produzione di alcuni aliﬁenti, elemen
ti batterici in misurae tale da sﬁpérare la soglia critica di
cireca 50-100 u.f.c./cma. _

Valqri di alcune centinaia d4i batteri /cm2 possono non
riuscire sllarmanti e costituire un reperto che non pregiudiche
réd la salubritd dell'alimento.

Pertanto, nella determinazione della cariea micrpbica
totale delle superfici di lavoro quando & gid iniziata la produ-
zione & sconsigliabile adoperare metodil per impronta con terreni
agar{zzati nutritivi, a causa della facilitd con cui si evidenzie
rebbe una confluenza delle unitd formanti colonie.

Si pud dunque ricorrere a vari metodi che comportano una

asportazione dei microbi dalle Superfici e una loro successiva
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. digspersione in opportuni diluenti che vanno successivamente
piastragi.

| Il metodo dei tamponcini di cotone non risulta sufficien
temente riproducibile e pertanto andrebbe-evitato {(7), comunque &
da considerarsi anche il fatto che i metodi fanno uso 4i supporti
da premere sempiicemente sulla superficie da esaminare senza stro
fiqaménto, permeﬁtonp un Hbasso0 recupero dei'miéroorganismi realmen
te presenti, in taluni casi appena 1o 0,1% -1% (8). Tenendo con
to.di ¢id stiamo cercande di migliorare una métodica il cui prin-
cipio si basa sull'uso di taﬁponi di agar che vanno successivamente
'omogeﬁeizzati (9).

- Il metodo di lavaggio tradizionale nei sacchetti di plastica
sterile pud essere impiegato per piccoli utensili dalle superfici
irregolari, d'altra parte piccole superfici, che per la loro forma
posgono contenere liquidi senza disperderli, possono essere "esplo
rate" con soluzioni"di-lavaggio che vanno poi recuperate.

Nel caso di superfieci liscé- orizzontali pud essere opportuna
mente impiegato il ﬁetodo‘di lavaggio con 1l'apparecchio elettrico
presCrittdéper il moriteraggie_ della microflora cutanea.;

Il controllo delle parti poco accessibili degli impianti e
delle apparecchiature andri effettuato in occasione dello smontag
giq per operazioni periodiche ai pulizia o di manutenzione.

Al momento di valutare l'efficacia dei trattementi di deter-
sione-disinfezione applicati al termine del turno lavotrativo, risul
tano utili i tamponi contenenti terreni agarizzati nutritivi, purché
si iﬂcorpori in essi ura opportuna soluzione neutralizzante i residui
ai disinfettante.

Le sostanze pid comunemente contenute in tale soluzione sono
la lecitina 4i soja, il polisorbato 80, il sodio tiosolfato, la

L-istidins.
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Ancora utili, pex la loro praticitd, risultano i tamponi a be

se di terreni agarizzati selettivi per la ricerca di germi palr
ticolarmente significetivi (ad esempio enterobatteri,pseudomo-
nadacee, stafilococchi coagulesi-positivi, streptocoechi fecali
ecc.). Dopo avere isolato le colonie sospette occorre sottopor
le a test biochimici o sierologici per procedere &d una confer-
ma della loro netura. Ad esempio, per la determinazione delle
salmonelle i possono sdoperare tamponi 4di agar-desossicolato
e saggiare le colonie sospette con una kit di test per entero-
bacteriacee (come il Minitek system). .

Considerata la estrema variabilitd dei conteggi nelle
diverse situazioni sperimentali, & opportuno, ai fini dell'indi
viduazione di particolatrisituazioni eritiche, standardizzare le
proceduré analitiche e seguiye nel tempo i valori derivanti da
numerosi campionaﬁeﬁti ripetuti negli stessi luoghi. Occorre poi
porre in relazione tali valori con-le eventuali variszioni dei
parametri micreobioclogici degli alimenti che vengono =& contatfo con
le varie superfici esaminate. |

Solo allora si potranno stabilire "valori accettabili"

validi nells sifuazione specifica, ed adottare gli opportuni intepxr
venti quéndo guesti valorifvengono superati.
3)ACQUA o

‘Nell'ambito dell'igiene della produzione non & de trascu-
rare la qualitd microbiologics dell'acqua-utilizzatﬁ sia per il
funzionamento e per la pulizia degl® impianti che addizi&nata a
componenti dell'alimento durante le varie fasi della lavorazione.

Risulta evidente che per tale fabbisogno dovrd essere

impieéata acqua idonea dal purnto di wista batteriologico, al fine
di evitare contaminazioni la cui origine viene spesso ignorata,

Necessita quindi un monitoraggio microbiologico costituite
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. controlli . A .
de fregquentl, in numero maggiore nelle stagione calda, a 1li-

vello dell'ingresso nello stabilimento’ della rete di distri
buziane, all'uscita dei serbatol interni, in corrispondenza
ai aicuni punti dei circuiti di alimentazione nella catena
"ai lavorazione.

La cadenza minima dei controlli dovrebbe essere sta
gionale, con intensificazione in caso di segnalazione dji si
"tuazioni eritiche, e tali controlli dovrebbero prevedere
almeno la valutazione della carica microbica saprofitaria
a 37°C e a 20°C, nonehé la ricerca dei germi indici di inqui
namento fecale.

B) PERSONALE ADDETTO

In une industria alimentare non pud essere sottﬁvalg
tato l'apporto microbico proveniente dalla cute e dagli indﬁ-
menti del peréonale addetto alle varie fasi della lavorazione,
specie quando quest'ultima prevedd una diretts manipolaizone
degli alimenti.

' Il materiale bioclogico che si origina dalla desquamazio
ne dello strato corneo, contenente microorganismi appartenenti
a varie specie, pud venire in contatto con gli alimenti sia in
modo diretto_che.in modo indiretto, attraverso le superfici d4i
lavoro sulle quali si deposita. E' noto ché vi sono notevoli
variazioni individuali quali-quantitative dei batteri cutanei,
legate al pH locale, alla composizione in acidi grassi delle
secrezioni, alla temperatura ecec.; vi sono altresi variazioni
nella fecilitd con cui tali batteri vengono diffusi nell'ambien
te. BE' stato accertato ad esempio che vi sono alcuni soggetti
sul cul polpastralli si riscontrano conteggi batterici costante
mente elevati (10).

Non raramente, e in maggiore misura nei portatori rino-~
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faringei, pud essere reperlto S. sureus (11), la cui cesslo—
ne dalla cute pud r13contrars1 seppure in minor quantlta an-
che dopo un ordinario lavaggio delle mani con sapone deter-
gente (12). H
Sulla cute possono poi essére trovati vitali numerosi bat

teri Gram-negativi come E;Coli. Klebsiella sp., Proteus sp.,
Pseudomonas sp., Salmonells sp. (13)(14). I pericoli maggiori
derivano proprio dai portatori sani che diffondone i microon-
ganismi senze manifestare uno stato 4i malattia, quindi passa
no inosservati: essi possono avere importanza:anche nei casi
di ricontaminezione di prodotti che hanno sublto un trattamen
no tecnologico 4i bonifica. _

Tenuto conto ﬁi gqueste premegse, & utile servirsi di una

metodologia idonea per un monitoraggit microbiologico delle

gsuperfici cutanee al fine di rilevare potenziali fonti 4i in-
quinamento microbice dai orig;ne non ambientale.

Alcune osservazioni fatte per la deterﬁinazione della cari
- ca batterica totale delle superfici di lavoro, valgono anche
in questo caso. E' pertanto opportunc disporre di un metodo
che prevedsa 1'allontanamento dei microorganismi dalla cute e
la loro successiva diapérsione in opportuni dilueqti. A gquesto
scopo 5i & dimostrato particolarmente efficace, in una serie
di prove da noi condotte, 1l metodo 4i lavaggio con apparecchio
elettrico ideato da J. Fleurette ed M.J.Transy (15) che consi-
ste in un miglioramento dellas tecnica d4i lavaggio proposta da
Williamson e Kligman (16).

Scelta l'aresa cutanesa da ?saminare, generalmente_sulla fac

cia palmare dells mano o sull'avambraccio, vi si eppoggia un
Piccolo cilindro d4i vetro sterile aperto da entrambi i lati, nel

quale vanno posti 2ml circa di una idonea soluzione di lavaggio



La tenuta del liquido & assicurata dalla pressione che si
esercita sul cilindro stesso..
~ Successivamente si introdice nel cilindro una palet-
ta steri;e flessibile, collegata ad un piccolo motore, che
va fatta ruotare a contatto con la c¢ufle. ;er cireca 15 se-
condi. Quindi si preleve il liquidec di lavaggio e lo si

piastra, opportunamente diluite, negli idenei terreni coltu
rali.

La ricerca dei microorganismi con temponi agarizzati
nutritivi andrebbe limitete all'uso ai terfeni selettivi
pérlla ricerca di germi specifici indicatori di inquinamen-
to fecale e/o patogeni.

Le determinezioni andrebbero condotte su un'aliquota
significativa del personale, sia all'inizio del turno lavo
rativo che a metd ed al termine dello stesso.

Inoltre apdrébbe studiato l'effetto di alcune situa-
zioni particolari come l'uso della toilette durante il tur
no lavorativo e la pratica dell'ordinario lavaggio delle ma
ni. In quest'ultimo c;so le determinazioni condotte prima e
dopo la pulizia dovrebberoc mettere in evidenza l'entitid del
l'abbattimento microbico, e tale dato,se ritenuto inosddisfa

cente, dovrebbe suggerire opportune modifiche della procedu
‘ra stessa del lavaggio. I controlli microbioclogici andrebbe-
ro intensificati negli gddetti che presentano processi infiam
matori cutanei,orali o delle prime vie aeree, anche se di en-
tit3 modesta, poiché i risultati delle indagini potrebbero sug
gerire dpportuni provvedimenti di bonifica.

CONCLUSIONE

La problematica del monitoraggio microbioclogico nella

" industria alimentare & alquanto complessa, in guanto comporta
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la codificazione su base sperimentaie di unsa serie di sva-
riati fattori che possonb influire "a monte" sull'aspetto
igiznico del prodoito finito. I dati ottenuti sono correlsa
ti ad un ampio numero d4i variabili: teﬁperatura ambientale,
umiditd relativa, ricambdio aefeo e velocitd dell'ariea,granu
lometria e tipo di pulviscolo, stato.dei pavimenti, delle
pareti e deil soffitti, materiali utilizzati per le superfici
di lavoro e per le apparecchiasture, lunghezza della linea di
lavorazione, tempi di percorrenza, allontanamento dei rifiu
ti liquidi e solidi, stato sanitario del personale ecc. Risul
ta pertanto ardua l'interpreteazione univoca e definitiva 4i
tali dati, comunque ottenuti. _ St

Egsi rivestono tuttavia un carattere indipativo al fi
ne di premunirsi contro evertuali insuccessi igienico-tecihno- -’
logici 1 guali, quando si verificano, vanno valutati caso per
caso.

Esistono alcune misure igieniche che, se attuate in ma-
niera correéetta, non possono che portare ad un miglioramento del
la situaétione generale.

Fra ésse andrebbero annoverate ltimpiego di idonei impian
ti di condizionamento dell'aria provvisti d4i filtri depurato-
ri, il trattamento delle pareti dei locali con pitture conte-
nenti sostanze atossiche antibatterighgngi{ﬁggangersistenza,il
tempestivo allontanamento dei rifiuti ligquidi e solidi, il ri-
corso a periodiche operazioni dai sanificazione ambientale a ba
se di aerosol in gredo di inibire sia spore batteriche che fun

gine. "

Infine, e ¢on ¢id concludo, andrebbe particolarmente cura

ta l'igiene delle toilettes e 1'igiene personale degli addet-~

1 alla produzione, non trascurando ques.i ultimi di fare ricor



- 147 -

so, pil volte durante il turno lavorativo, ad un accurato

lavaggio delle mani e, quando opportuno, allfuso di copri-

zapo e guanti sterilizzati.
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LES DESINFECTANTS DANS LA PRODUCTION DES ALIMENTS
Prof. Andrée CREMIEUYX

Faculté de Pharmacie - Université D'Aix Marseille II

Tout au long de 1'é€laboration d'un aliment, et jusaue
au moment de sa consommation, de nombreuses mesures préven
tivés ou di;ers'traitements sont mis en oeuvre afin d’'as-
surer une qualité hygiénique satisfaisante. Compte tenu
du long parcours et de la multitude des interventions que
subissent la plupart des denré;s alimentaires, plusieurs
sortes de spécialistes auraient pu traiter le sujet qui
m'a &été confiéﬁ du vét§rinaire chargé par 1'Etat de la sur
veillance sanitaire 2 1'ingénieur de fabrication d'une in-
dustrie, nombreux sont ceux qui ont les compétences indi-
spensablés pour assumer leur Tesponsabilité en matiére
d'hygiéne des aliments livrés 34 la consommation, Je ne
suls pas de'ceﬁx-lé, je suis seulement un microbiologiste,
et c'est donc le point de vue du microbiologiste sur ce

vaste sujet que je vais m'efforcer de vous présenter.

. Pour mieux exposer ce point de vue, je crois utile de
commencer par un tour d'horizon qui me permettra de préci-

ser le vocabulaire que j'utilise. Ensuite j'essaierail de
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faire une bréve synthdse des nombreux asvects de la dé&sin-
fection dans le secteus agro-alimentaire avant de vous sou
mettre les réflexions auxquelles divers résultats de labo-
ratoires relatifs aux désinfectants m'ont conduite, Et
j'espére alors que tous ensemble nous pourrons tirer quel-

ques conclusions.

Le premier rappel que je souhaite faire concerne les
différents stades de 1la production des aliments qui sont
résumés sur le schéma 1, qui me permet de préciéer les no-
tion; de contamination "primaire" et ''secondaire" des ali-

ments,

. Par contamination "primaire" (cf. Tableau 1) on en-
tend la contamination microbienne (essentiellément ﬁacté-
rienne, quelquefois viféle) directement liée 3 1'état sa-
nitaire de la denrée produite. I1 s'agit essentiellement
de microorganismes pathogénes ou potentiellement pathogé-
nes pour l'animal, parfois de microorganismes n‘engen&rant
pas una affectioh apparente. De nombreux exemples peu-
vent &tre cités, La surveillance sanitaire des Eleveges
est un &lément déterminant du niveau de contamination pfi-

maire. C'est ainsi que le dépistage des animaux tubercu-
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leux et leur abattage systématique a fa££ disparaitre Myco
bacterium bovis du cheptel bovin au point qu'actuellement
en France, les quelques animaux qui/sont actuellement dé-

pistés sont infectés par M. tuberculosis et ont donc con-

tracté leur tuberculose auprés de 1'homme!

Il est beaucoup plus difficile de cerner les contami-
nations secondaires: on regroupe en effet sous ce vocable
'tduteslles contaminations que subit 1'aliment au cours de
son cheminement vers le consommateur: 3 tous les stades de
transformation des apportg microbiens multiples, abondants
et va;iéspeuvent.survenir. Le devenir de cette flore aj-
outée, sa simplelﬁersistance, ou sa multiplication inten-
'se, ou parfois sa disparition sera liée 4 la denrée alimen
taire.elle-méme et aux conditions physico-chimiques- dans
lesquelles elle sera maintenue. En effet, les facteurs
qui jouent‘sur l1t'évolution de la flore sont multiples et
leur incidence sﬁr la muliiplication ou 1'inhibition de la
multiplication de chaque microorganismes sont difficiles &
appréhender globalement. Quelque uns d'entre eux sont
rappelés dans le tableau n. 2.

La résultante de ces différentes tendances conduit gé
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néralement & l'eﬂvahissement de la denrée par une espéce
’

microbienne, quelquefois on assiste & 1l'invasion successi=-
ve par deux ou trois espéces, chacune d'elle créant un "mi
lieu" nouveau favorable 3 la sui%ante. Ce n'est que rare
ment que l'on assiste 4 la disparisation des microorgani—
smes présents,. c'est-3-dire & 1'autostérilisation du pro-
duit,

Bien ent;ndu, 1'homme s'est efforcé d'intervenir sur

ces phénoménes afin de modifier 1'évolution de cette flore

et plusieurs procédés peuvent 8tre appliqués simultanément

ou successivement pour réduire et m€me supprimer la flore,

par exemple:

- les procédés qui réduisent la teneur en eau libre
(dgssication,-coﬁfisage, confitage, lysphilisation,
congélation)

- les traitements thermiques
(pasteurisation, appertisation, stérilisation)'

- 1'ajout de conservateurs.,

-Bien é&videmment aussi, tout doit &tre mis en oeuvre

‘pour limiter les contaminations secondaires, en nombre et
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en intesité. Et c'est ainsi que les désinfectants vont
contribuer.é améliorer la qualité des denrées alimenfaiu
ress En principe, les procédés de désinfection s'appli-
quent exélusiVement au matériel inerte. La "désinfection
des mains'" doit donc &tre placée dans le cadre de 1'anti-
sepsie puisqu'elle concerne des tissus vivants. Malgré
1'importance du lavage des mains par des méthodes et éu
moyen de produits d'efficacité trés variable, je n'a bor-
derai ﬁas ici le sujet. De méme que je n'envisagerai pas
les autres aspects de l'antisepsie tels que la désinfec-
tion des trayons avant la traite,

Quand et pourquoi, comment se pratiquent les désinfec
tions? Quelles sont leur potentialités et leurs limites?

La désinfection se situe 3 tous les‘hiveaux de la pro

duction des aliments.

Appliqués aux locaux, aux parcs et aux cages et d'une
. facon générale 3 tous les &quipements intervenant dans les
€levages, la désinfection permet de réduire les taux de

morbidité et de mortalité des animaux. C'est un des &€lé-

ments de la réduction des contaminations primaires des ali
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ments., Ces procédés de désinfection font 1l'objet le plus

souvent d'une législation et d'une réglementation préci-

sesy

A toutes les &tapes de la transformation et de la di-
stribution, on procéde.é des désinfections, dans le but de
limiter les apports microbiens par contact entre une sour-
ce de microorganismes et la denrée considérée, Le succés

de ces opérations va dépendre;

- de la localisation des microorganismes: certaines
sources sont facilément ac;essibles (surfaces de travail)
d'autres sont difficilemenf accessibles (tuyauteries, fis-
sures, etc:..)

- dg 1a nature deé-microorganismes a.détruire: selon
que la contamination est bactérienne ou fongique; ou que
1'on a affaire 3 une pollution spécifique, on choisira le
désinfectant et la procédure d'application.la_plus apﬁro-

priée,

. - de ltefficacité du désinfectant. Tout le monde

s'accorde 3 reconnaitre qu'un désinfectant doit &tre capa-
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ble .de tuer les microrganismes indésirables et pas seule-

ment de les inhiber.

Nous verrons tout i l'heure que 1'efficacité d'un dé&-
sinfectant dépend aussi de certains facteurs: température,
état de dispersion des microorganismes et présence d'inhi-

biteur (shbstances interférentes).

On doit savoir qu'il n'y a aucun procédé standard de
désinfection, et que le désinfectant le plus efficace,

s'il est mal utilisé, pourra &tre sans activité.

On peut cependant regrouper les procédé&s qui présen-

tent des traits communs, par exemple;

- Pour le traitement des surfaces (plans de travail

et sols) un choix devra €tre fait entre:

. la méthode séquentielle: nettoyage avec des déter-

- gents appropriés, puis désinfection de la surface propre.
. la méthode simultanée: nettoyage et désinfection

sont assurés par l'usage d'un produit unique (d€tergent-

" désinfectant).
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Si, 3 priori; la premi&re méthode parait plus sfire,
il ne faut pas oublier que le choix du détergent et du dé-
sinfectant ne doit pas &tre fait indépendament, Les in-
compatibilités entre détergents anioniques et désinfectants
3 base d'ammoniums quaternaires sont connues deﬁuis long-
temps, mais elles ne sont pas uniques et les résidus de
tensio-actifs non ioniques et amphot&res peuvent inactiver
l'activité des désinfectants & base d'ammoniums quaternai-

res ou de glutaraldéhyde ou de P,V.P, iodée,

- La désinfection d'appareils et de machines interve-
nant dans les fabrications est souvent difficile. Lors=-
que le démontage des piéces.en contact avec l'aliment est
possible, on peut considérer que le probléme est identique

au cas précédent. '

Mais trés souvent, certaines pi&ces sont inaccessi-
bles, au moins quotidiennement. On fait alors appel de
préférence & des traitements thermiques (stérilisatioﬁ par
la vapeur si poséible); Et les désinfectants n'intervien
nent que secondairement: par exemple, en cas de production
discontinue, on remplit la chaine de fabrication avec uhe

solution de désinfectant qui n'est éliminée qu'au moment
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de la reprise de fabrication. Si le traitemeﬁt thermique
n'est pas envisageable, et gi seule la "stérilisation chi-
mique'" est applicable, l1'usage successif de piusieurs dé-
sinfectants précédés d'un nettoyage approfondi avec des dé&
tergents ou méme de la soude sont préconisés,

- La désinfection de 1l'air est souvent citée. | En
réalit§ il s'agit d'un procédé de désinfection des surfa-
.cés dans leéquel le désinfectant est diffusé par voie aé-
rienne. Cet£e diffusion permet d'atteindre toutes les sur
faces (y compris murs et plafonds) et surtout toutes les

anfractuosités du local traité,

Plusieurs variantes sont applicables & des situations
trés diverses: elles font appel 2 des équipements impor-
tants (brumisateurs capables de traiter d'énormes volumes)
ou simples sprays 3 appliquer ré&guliérement sur les surfa-

ces de containers ou sur les parois de véhicules.

I1 est €tabli que l'air n'est qu'un fluide dans le-
quel peuvent transiter des microorganismes portés par des
vecteurs (poussiéres) et que sa désinfection n'a pas de

sens, Mais la diffusion par voie aérienne de produits



- 160 -
antimicrobiens est tout 3 fait justifie: c'est le seul oo
yen d'atteindre commedément et fréquemment des réservoirs

de microorganismes d'acceés difficile.

Il ne m'est pas possible de traiter ici 1'aspect ré-
glementaire de la question, Cependant, vous devez savoir
que pour limiter les risques toxiques dus 3 la présence de
résidus de désinfectants dans les denrées alimentaires,‘
chaque pays a mis en place une l&gislation tré&s stricte
(qui est parfois différente d'un pays é l'autre). Cer-
tainsidésinfectants sont interdis ou leur usage est limi-
té. Parfois un rincgage soigneux peut &tre imposé. Cha-
que catééorie de denr€es alimentaires est soumise & une ré
glementation dé&finie et le niVeéu de leur qualité microbio
logique est fixé en fonction de la nature de 1'aliment et
du risque microbiologiqﬁe pour 1'homme. Les contrdles sy
stematiquesheffectués en bout de chaine (point de vente au
consommateur) ont &été, au moins en France, un des facteurs
déterminants de 1'amélioration de la qualité hygiéniqﬁe
des aliments et ils ont entrainé des contrdles de qualité
4 des niveaux intermédiairas.c'est-é-dire i la production

et en cours de fabrication,
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- La pratique de la désinfection nécessite bien sQir
1'usage de désinfectants. Il s'agit de préparation.com-
merciales simples (ex: hypochlorite de sodium) ou tris
complexes (formules associant plusieurs princines actifsy
3 des détergents, des parfums parfois, etc.,.). Un tras
grand nombre de produits sont 3 la disposition des utili-

sateurs sur le marché&, et l'une des plus grandesdifficul-

tés est de faire parmi eux un choix judicieux.

Quelles sont les aptitudes attendues d'un désinfec-

tant?

Essentiellemént on demande qu'il soit bactéricide et/
;u fongicide, car la majeure partie des contaminants coy-
respond 3 des bactéries et/ou 2 des levures et moisissu-
res. Ces propriétés peuvent €tre facilement vérifides on
laboratoire, et plusieurs méthodes sont appliquées dans
certains pays: elies difféfent par le nombre et la nature
des souches~test, le taux de réduction exigé&, 1la rigueur
-du test et sa reproductibilité. Je me-permets d'insister
sur la nécessité de déterminer un taux_de réduction et sur

le danger de faire appel 3 des méthodes en tout ou rien

“(cf. Schéma n.2). On peut aussi apprécier 1'efficacits
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du désinfectant "in situ" en déterminant la flore résiduel
le apré&s traitement. Toutes ces méthodes sont bien con-
nues (ainsi que leurs limites) et il ne faut pas en négli-
ger la valeur. Je pense cependant qu'elles ne sont pas
toujours suffisantes pour informer l'utilisateur sur l'ef-
f;cacité'du désinfectant dans les conditions qui sont pro-
pres 3 son usine ou son atelijer,

Pour vous convaincre, je vous présente quelques ré-
sultats obtenus dans mon laboratoire avec cing désinfec-
tants. Les méthodes utilisées pour déterminer les .CMB
sont ies mé&thodes AFNOR, et nous avons pratiqué & la fois
l'essai de référence en eau distillée (NE T 72-150 et 151)
et quatre essais en présence de substances interférentes;
protéines, eau-dure, tampon acide, tampdn alcalin (NF T
72-170 et 171). Les. résultats pour les cihq souches-test
sont représentés sur les histogrammes 1 i §. Trois obser

vations se dégagent:

- On ne peut jamais déduire la concentration bactéri-
cide d'un désinfectant dans un milieu donné (ex: en pré-
sence de protéines) simplement en anpliquant un coeffi-
cient multiplicateur 3 la CMB en eau distilée. Seule une

expérimentation rigoureuse, sur plusicurs souches et en
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présence des substances pouvant interférer sur l'activité

permet de proposer valablement des concentrations d'utili-

sation.

- 81 1'on connaissait pour chaque souche-test la CMB
en présendé des substances interférentes les plus fréquen-
tes, on pourrait peut €tre pratiquer des désinfections spé
cifiques dirigées contre tel ou tel type de microorganis-
me; cette pratique serait d'um moindre cofit et diminuerait

le taux de résidus chimiques dans les aliments,

- Puisque certaines espéces bactériennes sont cana-
blés de résister 3 de trés fortes concentrations dg-désin-
fectant; lorsque uﬂe substance interférente définie est
présente, on peut-comprendre comment 1l'usage d'un désin-
fectant peut faciliter 1'invasion d'un local ou d'un appa-

reil par una espéce microbienne donnée.

Si je me permets d'insister sur ces résultats de la-
boratoire, c'est-justement parce qu'ils peuvent nermettre
d'expliquer divers &checs de la désinfection; or tout
échec qui peut &tre prévu peut &tre évité. L'utilisateur

doit donc posséder des informations comvlétes sur les po-
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tentialités du dé&sinfectant qu'il se propose d'zonl

por

duer,
Mais actuellement cela est rarement le cas. Il sera peug
étre possible daﬁs l'avenir, de prévoir de tels thénoxmdneg
et de les relier & la nature chimique du désinfectant,
Dans un autre travail, nous avons pu montrer qﬁe les in-
terférences par les protéines et l'eau dure &tzient trés
marquées pour les produits & base d'aldéhydes et 4'anmo-
niums quaternaires et beaucoup moins pour les produits phg
noliques.

J'espére- que cette.incurSidn au laboratoire vous au-
ra cogvaincus de 1'intérét de ;ertains essais qui sont
bien sfir, trés loin de la.pfatique quotidienne, mais qui
permettenf de mettre en €vidence des phénom&nes tré&s impor
taﬁts pour les applications-prétiques. Je voudrais sur-
tout, et c'est sur ce point que je concluerai, vous dire
que je suis certaine-qué.la désinfection a un bel avenir
devant elle: généralement facile 3 mettre en oeuvre, d'un
colt modéré, elle doit &tre 1l'une des méthodes les plus
fiables pour réduire la contamination micrdbienne; nais el

le doit &tre pratiquée intelligemment en fonction de cri-

t&res surs et non, seulement avec la foi, celle qui fait

espérer des miracles, mais qui est souvent dégue.
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SIGUIFICATO DEL "PORTATOREYM MELLA PRODUZIOME DEGLI ALL-

MEMTL,

NDott.=ssn Grariella Orefici

Laboratorio di Battericlogin e lHicologia medica. - 1.8.8.

11 portatore di mierorganiemi patogeni che svolge 1l
suo 1avorb;inserito in unAa comunitad di qudlsiaﬁi tino, rap-
presenta sempre un- problema almeno polenziale di Saritd
pubblica.

Definire il peso reale di tale problema nella produ-
éione depli alimenti & argomento che merita atterta rifles-
sicne perché'da questa valutarione dipendono due decisico-
ri importanti: dobbiamo; a scopo profilattico ir-lividuare
1 portatori-di possibili patogeni? E, una volia che 11 ab -
biamo trovati, coRa dobbiamou farre?

Se noi consideriamo quali sono 1 microrpganismi pilt fa-
cilmente implicati in caso di toséinfe:ione alimentare, ve-
diamo che sia ﬁure con qualche differenrza in percenfuule a
seconda del contesto socio-ecenomico del vari paesl, essi

sono essenzialmente rappresentati da Salmorclla, S.aureus

e Clostridium perfringens, Puttavia lo spettro delle malat-

tie che possono essere trasmesse attraverso gli alimenti
per contaminnazione degli stessi & molto pin ampio e va dal
colera, alla epatite virale, dalla Taringite settica al ti-
fo ecc.

Come consepuerza 1 cid appare corretto, in caso di
focoiaié epidemico svolgere una indagine epidemiologica
corredata dagli esami microbsologici necessari a livello

dei malati, degli-impianti, degli alimenti e di co;uro che



- 1688 -~

1i harno manipolatl, per accerg{arne l'ofiglre._Querto &
wtile non solo per ricostruire la cabtera derli everti. ehe
hanno rorndotto alla contamirazione dell'alimerto, ma arche
di quelll ehe harro permerco i1 moltiplicarsi dci micrerga-
rirmi nelltalimento contaminato.

11 discorso cambia invece totalmoente aquardoe, =1 parli
di ricereca sul portatori a scopo proeventivoe in asfenza di
un epliredic epidemico. '

DAl punto di vista concettunle, lo scoprire che un
individuo & portatore di un microrganiesmo che pud essere
causa di tossinfezione evidenzia un problema ipotetico:
ron ¢ detto affqtto che 1'individuo contamirers l1'alimen-
to, ne che il microrpanismo avrd modo di moltiplibarsi e
dare malattia.

Quantli gcono 1 casi di mﬁlattia di origire alimentare
o di tozsinfezione dovuto ag pertatori? lHessuno lo sa con
certerzzat si pud tuttavia dire che 1 casi in cui & possi-
bile accertare la resporsabilitd 4di un portatore soro mol-
to pochi (ron oltre 11 B%).

Ir Italia, come in moltZ altri pacsi europei, l'orien-
tamento lepgislativo ¢ che, all'atto del rilascio o del rir-
rovo del libretto sanitario, oltre alla vigita medica ver-
ganc svolte indagini microbiclogiche per appuarare ltevenrn-
tuale stato di portatore sopratiétto per quarte riguardan
pli agenti di malattia a trasmisciorne oro-fecale (Sn]mo—
nella, shigella, ecc.) ma in molte regiori, ad esempio il
Piemonte, vengene sitematicamente ricercati (un tampone
opni 6 mesi) anche 1 portatori- di 8 anreus a livello ra-

sale o faringeo.
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Tittavin ror monc mail stati compiuti esperimenti con-
trollati che dimoescriro 1'utilitd di tale misura ed @ per-
tarto difficile attribuire un peso reale rella preverzione,

Queste indagini perd hanno ur lore coste reale, Ir ar
qualeiasi paese europeo ol pud caleclare ahe rina implepatn
rel settore alimertiwre dal 6 al 10% della popolaziore,

fnche limitandosi a corsiderare 16 indagini pih zene.
plici, come 1a ricerca dei por-t‘:xt_ori A1 Salmunella e S.au-
reus vergono nrobabilmente svolti sul territorio razicrale
rniliori di esami la cui epesa, ai firil della prevensione
’di tossinfezione appare difficilmente plustificabile ir
un'anAalisi conto-heneficio. .

£ tale spesa va agpiurba quella dei piorri 11 lavoro
perso ir caso di positibité, gquelln del trattimento (i ho-
rifica ¢ 11 Adarpeo, difficilmenrte valutahile, di contribui-
re, col trattqmenfo antibioctico di irmidividui eari, alla
circolazione extraqspedaliera di stipiti resistenti.

Per 4i pin questa ricerca, oltre a rapprecentare una
notevole moule di lavoro per le strubture preposte a com-
pierla (laborateéri ospedalieri, ex laboratori di Iglene e
Profilassi), & molto spesso frammentario. Anche in cano di
focolaio epldemico, chi aralizza gli alimenti, difficilmer-
te conosce 1 risultati deli'analisi sui portatori; i pazien-
ti cor tossinfezione finiscono (e non sempre) in ospedale.

Come consepuenza di cid & difficile utilizzare, arche

A scopo conorcltivo, i dati raccolti rfui portatori.

Ma vi sono anche altre rapioni per Aiffidare di que-

sto tipo di approccio alla nrevenrione delle tossinfezio-

ni alimentari.



Se noi consideriamo S.aureus sappiamo che clreca i1 30%
depgli individui ¢ portatore, a livello nasnle e 11 10% n
livello farinpeo., Questo praticardo un solo tampone per in;
dividuo. h

Se perd, oltre al naso tampeniama o faccinmo lavare
in brodo sterile le muani, se peeleviamo pif tamponi dallo
nstesso sito o se ripetiamo 11 tampeone nel tempo vediamo che
la percentuale dei portatcri ¢& destimata ad aumentare fino
a raggiungere il 60-70% e in almeno la metd dei ceppi 180-
l1ati possiamo docﬁmentare 1a produzidne o ke énterotossina.

Di soliti, una volta appurato ohe un individue & por-
tatore dl S.aureus in particolare se 1] aeppo’ é éntefotos_
sico &i ritiene doveroso trattarlo cap antibiotiéi local-
merte o se & ahcorg positivo per vig generale.

Ebbene, nella mapgpior parté dei cagl, anche se l'eraw-
dicazlone semhra 1nizia1meﬁte aver avute successo, a di-
stanza di qualche tempo é porssibile vedere ricomparire uno
sﬁafilococco.a&reo del medesimo fapotipo. ‘

Fer quanto ripuardn le salmonelle, invece, in uno
studic condotto per il éDC da Baine ed altri & stato visto
come sia necessario praticare quotidianamente un tampone
per almeno 7 giorni consecutivi per poter mettere in evi-
denza i1 95% deil portatori. |

Ovviamente poi una persona pud non essere portatore
il giorno del prelievo e divenirlo 10 giorni éopo;

Per di piu ricerche sistematiche vengono svolte solo
pei'alcuni microrganismi, i. piﬁ Tfacili da evidenziare ma
ve ne sono altrili che possono essere trasmessi dall'uomo

agli alimenti e di nuovo all'uomo (epatite virale, ente-

3
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rite virale, Campylohacter) per i gquali ron vengono svol-
te irdapini d4i lahoratorio routirarie,

Da quanto detto appare evidente ancho 1tiratilitd di
neare metodi complessi o eostosi (come per pli stafilocouc-
chi la prodnziore 4l enterctossine, o 1a tipirzzavione Magi-
ca) per effettuare ura diagrostica fire mii ceppl isolati
dni-portatéri ir asgenza di focolnil epidnmici, ricervarlo
invece queste indagiri, quandoe ve ne siu'una precisn indi-
cazlone, apgli alimentl o ai microrganismi isolati a esci.

Ben diverso ¢ i1l Aiscorso quando si =ia ir prerenrza
ﬁoh di ur pOrtaéore sano ma di un individuo affetto dn mn-
lattia: disscwinatore quasi sempre & un malato,

L'individuo affetto da diarrea, se ad ura inferione

da salmonrella urisce scarse attitudini ¢ corgreenze ipie-
niche diviene con facilita nr disseminatore; ¢ sufficien-
te un faffreddore'b una dermatite allergica a trasformare
‘un portatore di stafilococco a livello nasale o delle mani
in un disseminatore e - uro stato di malessere, di qualsia-
=1 natura,eé sufficiente da solo a rendere meno vigilé 1'at-
tenzione di un irdividuo,.

L'osservarione dei casi di malattia e 1'allontanamen-
to temporarco dal lavoro o lo spostamento delltindividno
infetto in settori non a céntatto con gli alimenti sono e-
lementi 4Ai fondamentale importan:sa per prevenire quella
aquota di contaminazione degli alimenti dovuta all'uomo che
11 manipola.

" L'altro elemento fondamentale & 1'educazione sanita-
ria e la vigilanza sull'osservazione delle norme ipieriche

da parte degli operatori,.
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Mei casi in cui & 1tuomc a contaminare 1'alimento per-—
ché la tossinfeziore si verifichi ¢ necessario una serie
di eventi:

1) 11 reserveir umano, 2} la cpntﬁminazione per insufficien-
.te protezione, 3) la moltiplicazione dei micropganismi per
mancanza di refrigerazione, 4) l'ingestione dell'alimento
contaminato da parte di un ospite suscettibile,

Abbiamo gid visto come £ia difficile apgire realistica-
mente sul portatatore; i punti 2) e 3} =ono invece aggre-
dibili da un lato attraverso una adeguata educazione sani-
taria che responcahilizzi 1'operatore, dall'altro cercando
di far osservare la normativa gid esistente per quanto ri-
guarda la protezione degli alimenti. _ o

Del resto il problema di1 portatori non & nuovo: la
trasmiesione dal personale é uno degli eventi pifl importan-
ti nel determinismo dell'infezione ospedaliera. Anche 1in |
questo caso, dopo un certo numero di anni in cui si rite-
neﬁa-che un programma di controllo delle irfezioni ospeda-—
liere non pdtesse prescindere da screening di massa suil
portatori e dalla riqeréa del microfganismi nell'ambiente,
ci si & accorti che era pit produttivo usare le risorse a
disposizione per impedire la trasmissione migliofando lle-
Aucazione sanitaria del personale e il controllo dell'ef-
ficacia dei mezzi di sterilizzhzione.

Se noi consideriamo le raccomandazioni dél C;D.C. e
dell'F.D.A. per il controllo delle malattie trasmesse da-
gli'alimenti vediamo che per_quanto riguarda la trasmis-
sione del personale, l'accento € posto molto pinl su sem-

plici misure igieniche (lavagric delle mani, attenzione ai
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cani di malattia) che alla ricerca dei portatori.

Questo attegpgiamento ¢ condiviso aﬁche daglt esperti
0.M.S. che ir ur documento di lavoro relativamentc rccen-
te hanno avanzato numerosi dubbi non solo sull'utilita
delle prove midrobiologiche svolte sui pdrtatori, ma addi-
ritturalsu quello delle visite mediche fatte sin al momen-
tovdrlliassunz;qne che per il rinnovo ﬁei libhretto snnita-
rio. . ' . _

Da quanto detto sopra ponsiamo.cdndludere che 11 pro-
blema non & cercare i portatori di microfganismi pericolo-
‘si tra i lavoratpri a éontatfo'cbn rli aiimcnti, ma fare
in modo che tutti coloro che maniﬁolano ¢ibi si comporti¥
'no cor le stesse attenzioni ipieniche che avrebbero se sa-
pessero di éssere_port&tori degli agenti del tifo o del

colera.
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COMTROLLO DELLE PARASSITOSI TRASHMESSE COM CLI ALIMEMTI Dl
ORICIMFE AMIMALE.
Prof. Adriano Mantovani

Laboratqrio i Parassitolopgia - I.S.S.

l.e principall zoonosi parassitarie che Ir Ttalia pos-
sono essere trasmesse con gli alimenti di origine animale
'SQRo ¢ : . _ | '

1. TRASMISSIBILI DIRETTAMENTE ALL*UONO

A) Toxoplasmosi

B) Sarcocistosi

¢) Trichinellosi

D) Teniasi-cisticercosi

E) Difillobotrinsj
2. TRASMISSIBILI TRAMITE ANIMALI DOMESTLCI ALIMENTATI COM

CARNE, CRUDA
A) Toxoplésmosi
B)-Sarcocistosi

C) Echinococcosi-idatidosi

Vengono qui trascurate quelle parassitosi che (oltre
alla toxoplasmosi, alla sarcocistosi e¢d all'echinococcosi~-
idatidosi) possond esfere trasmesse tramite verdure conta-
minate: amebiasi, giardiasi , criptosporiasi, atcaridiosi,
ancilostomiasi, trichiufiasi, larva migrante, fascioliasi.

Vengono inoltre trascurate le parassitosi esotiche.,
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A. TOXOPLASMOSI

E! 1'infeziore pid diffusa sia nell'uomo (alta per-
centuale di popolazione positiva), =ia negll animali (pid’
di 200 specie interessate).

All'uomo, la malattia pud essere trasmessi} per con-
tatti con gatti infetti, oppure tramite ihgestione di car-
ne cruda o poco cotta (importante pure la contamiﬁazione
di utensili familiari).

A rischio, in considerazione delle possibili consagueﬁ-
ze, sono soprattutto le donne incinte sierdlogiéamente ne-
gative, | ' _

Non esistono metodi pratici per evidenziare 1'infezio-
ne negli animali' da macello, pef'cui le-persone 5 rischio
debbono usare ie sepguenti precauzloni: |
a) evitare 1l'ingestione di éarni crude o poco cotte
b) evitare la contahipazibné di alimenti con méni_od uten=- ~

. 8il1 -che siano stati a contatto con tali carni, '
¢) tenere chiuso in appartameﬁto 11 gatto di casa (se esi-
ste); evitare di sommihistrabgli carne cruda o che vada

a caccia di topli, uccelli, ecc., nonché che razzoli nel-

le spazzature.

B. SARCOCISTOSI

Si tratta di una infezione, dovuta a varle specie di

protozoi del génqre Sarcoq&stis, con cicli simili a quelli
del Toxoplasma, in quahto_i carnivbri (cane, gatto, volpe,
ece.) fungono da ospite definitivo, .e gli onnivori ed er-
bivori (suino, bovino,_ovino; equino, cervo, ecc.) da ospi-

tl intermedi. L'uomo pud fungere sia da ospite definitivo
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(sviluppo di parassiti rell'intestino), =sia da ospite in-
termedio (presenza di cisti nei muscoli);

L‘infezione ¢ moltou diffusa nepgli animali domestici
e selvaticl; essa & generalmente asintomatica: sono perd
descritte anche gravl epidemie, con mortaliti ed aborti.
Nell'uomo la malattia sembra asintomatica.

L'uomo puo Ainfettarsi per inges tione di carni conta-
minate di animall domesticl e aelvatici, oppure per irge-
stione di materiale (ad es. verdure) contdminato con feci
di carnivari infetti.

Si tratta comunque dl una parassitosi per la quale
esiatono molte incognite, bisognose di ulteriori ricerche:
I'tas sonomia, ciclo vitale, diffusione, patologia.

Per ;l,contrqllo valgono le stesse misure sugperite
| per la Toxoplasmosi, tenendo presente 1a recettivité, ol-

tre che del gqtto; anche degll altri carnivori.

C. TRICHINELLOSI
Ih Italia, la classica trichinellosi, dovuta a Trichi-

nella spiralis (ciclo suino infetto-~uomo) & scomparsa da

tempo, a causa del mutati sistemi di allevamento e dei pro-

grammi di lotta.

E' presente invece Trichinella nelsoni che presenta

un ciclo silvestre legato alla volpe. Sono state infatti
trovate positive numerose volpi ﬁi diverse Regiloni italia-
.ne, escldse le iscle. Il ciclo dell'infezione & poco noto:
l'infezione da volpe a volpe avviene soprattutto per canni-
.balismo; non & chiaro 11 ruelo di altri animali selvatici,

quali ad esemplo i piccoli roditori.
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In Italla negli ultimi anni i focolai di trichinel-
losi umnna sono stati dovuti ad irpestione di carne di
suini tenuti al ﬁascolo in zone frequentate anche da vol-
pi; ¢ ad ingestione di carne di volpe e di cinghiale.
Vi & stato inoltre un fdcol&io (accertato di T.nelsonrl)
da ingestione di carne di cavallo importato. Vi sono sta-
ti anchg alcuni casi in persone che avevano ingerito car-
ni di suino infetté all'estero. |

I 1 controllo € basato sul controllo (mediante esa-
me trichinoscopico o, meglio, mediante digestione) dalle
carni di suini sia importati che ﬁazionali ( per i suini
di allevamenti industriali si potrd arrivare gllé certifi-
caziorne di "ailevamcnto indenne"), e soprattuttofad‘un ac-
curato controllo dei suini famigliari ( specie se alleva-
ti al pascolo) ¢ dei Cinghiﬁli.,Fondamentale la cottura
dei rifiuti alimentari prima della loro SQmministrazione
ali suini. In caso di ﬁositivitﬁ_o sospetto le carri DOSS0o-

no essere honificate mediante congelamerto.

D. TENIAS1-CISTICERCOSI ..

La Taenia solium dovuta all'ingestione di carni suire

infette con Cysticercus cellulosae € praticamente scompar-
ga in Italia.

Cpni anno =i verificano invece 10-20,.000 casi di infe-

zione umana da Taeria saginata dovuta all'inpgestione di car-

ni bovine infette con Cysticercus bovis. Le cause di tale

alto tasso di infezione vanno ricercate nella capacitd di

sopravvivenza delle uova di tale tenia nei liguidi delle

foprne e dei pozzi neri, che poi vengono utilizzati per 1'ir-

-~ .
+
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rifazione dei pasceli, nonché rell'elevato rumero di e-
scurrionieti che defecnno sdi narcoll e rella (iffusa nbi-
tudine di mangiare carne cruda o poco colta, Frobahilmerte
anche i hovini di importazione ( provenicenti sopratbtutto
da Paesi europei cor alta incidenza) rfono a volte contami-
nati.

- Il controllo delle carni, che viene .effettunto al ma-
-cello, é in grado di evidenziare solo 1/% dei bovini infet-
ti: ir pratica veﬁgono irdividuati solo gii animall corn un
pin elevato rumero di clsticerchi. Sono in studio tecriche
gieroloﬁiche, che potranno probabilmente essere ntilizzate
per la certificaziore di "allévamenti indenni®.

I1 controllo € basato soprattutto sulla cottura Jdelle
carni ( attenzionc alla contaminazione degli utercili) c,
se si Vuble. manglare carne cruda, all'uso di ecarne conge-
]atd. 51 deve evitare di defecare Inr luoghi nccesnnibili
at bovini { e a cervi ed altri rumiranti selvatici).

Le carni contaminate possono essere bonificate median-

te congelamento.

E. DIFILLOBOTRIASI

La tenia Diphyllobotrium latum é =tata occasionalmer-

te riscontrata anche in Italia, in persone delle zone la-
custri, che avevano ingerito carne di pesce cruda o poco
cotta. |

Il contrello & basato sui]a non ingestione di pesce
crudo o poco cotto (e sulla sua non somministraziore al
cane), sul congelamento del pesce sospetto, e sul cgrtrol—

lo della contaminazione di lapghi e fiumi con feci umane,
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F) ECHINOCOCCOSI-IDATIDOSI

5i tratta di una prave zoonesl che colpisce anrpual -
mente oltre 1000 persone, e provoca decine di mipgliain
di danni al patrimonio zootecnicd, soprattutto ovino.

I cari, s=soprattutto da pastore, randapi e.inéelvati—

chiti, possono essere portatori di Echinococcus granulosus

Se le uova di tale tenia vengono ingerite da ovini, capri-
ni, suini, bovini, equini, nonché dall'uomo, negli organi
di questi (fegato, polmone, ece.) si formano le cisti ida-
tidee. Se tall cisfi vengono ingerite dal cane, il eiclo
si completa,

Ltuomo pud contaminarsi per ingestione di ubva;‘cib
pud avvenire in vari modi, tra cui 1'ingestione di verdu-
re contaminate da feci di cane .infetto.

11 cane di faﬁiglia pué infettarsi per ingestione di
carnl crude rontqninate {non sempre il nateriale infettan— )

te & vigibile) per cui blqogna evitare la qommin1etrazio-

ne di carne cruda ai cani.
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PROﬁLEMI IGIEMICO ALIMENTARI CORRELATI AL V.PARAHAEMOLYTICUS,
NDott.sesa Silvana CIZZARELLI

Laboratorio Alimenti - I1.5.9.

I1 V.parahaemolyticus &, -om'é noto, un microrgarismno

di identificaziore relativamente recente,

Le indagini microbiologiche su talc vibirione chhero
irizio negli arni '§0, quando Fujiro e coll. (19%3) iscla-
rono da pazienti affettl da enterotossicosi acuta ur ger-
me che ritennero responsablle dellna tossicosi stessza e che

irdicaroro come Pasteurella narahaemolytica.

In studi.successivi il microrgarismo ebbe diverse rde-
romirazioni e soltanto nel 1968 Sakazaki, dopo accurate
ricerche, propose di classificarlo nel genere Vihrio, conp

rjue sottogruppi o biotipi: il V.parahaemolyticus, compren-

dente i ceppi patogeni, ed il V.alginolyticus comprendente
i ceppi ircapaci di causare gastroenteriti.

I1 V.parahaemolyticus & un normale componente sapro-

fita déll'amhierte marino; & presente, infatti, nelle ac-
que costiere e negli estuari, nel sedimenti e nel plancton.
Ricerche particolareggiate sulla sua dustribuzione stagio-
rale indicaro la presenza di un numero relativamente alto
di vibrioni duranfe la staéione estiva {(fino a 6,6 10{1 vi-
briori/p. di sedimento) (Bartley e Slanetz, 1971 - Balakrish
e coll.,.1980), contrariamehte a sporadiche apparizioni nel
‘corso di quella invernale; probabilmente i vibrioni soprav-
vivono durante l'inverno in rumero molto ridotto nei sedi-
menti (Kaneko e Colwell, 1973},

Mella tarda primavera i vibrioni si uniscoruv allo zco-
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plancton moltiplieandosi grazie all'innalzamento della tem-
peratura. Durante l'estate, pol, la popolaziore batterica

& associnta alla superficie dello zooplarctor e 1a sua ca-'
pacitd di digerire la chitina le conferisce un importarte
ruoclo nel procenso di mineralizzazione dello zooplarcteonr
stesso (Kaneko e Colwell, 197%).

Risulta quindi evidente come tale microrpaniemo possa
ertrare a far parte della rormale microflora di varie spe-
cic marine; & stato, infatti, isolato da mitili, granchi,
aragoste, tonni, cardine, maccarelll, ecc. solo per citar-
ne alcuni. )

La sua presenza, inoltre, & stata rilevata in varie
parti ‘del mondo, dall'Australia (Battey, 1970) all'Ameri-
ca del Nord (Ward, 1968 - Thompson c¢ Thacker, 1974), alla
lnghilterra (Barroé,e Miller,.1972), alla Francid e alla
Spapna {(Liston e Bﬁrrqss,-lé73), nel baciro dél Mediterra-
reo (Sahn e coll., 1978) e anche in Italia (Gianelli e col-
1., 1970 - Giamﬁanco e coll, 1973). '

Come abhiamo visto quindi, il V.parahaémolx;icus pud

esserc presente in bassc numero, come cortaminante natura-
le di svariati alimenti di origine marina; pertanto, i Pae-
si maggiormente esposti a risfchio della tossinfezione, sot-
to quernto punto di vista, sono quelli in cui é invalso l'u-
so di consumare pesci o molluschi crudi. Morn sono da sot-

tovalutafe, comungue, 1 casi di ricontaminazidne di alimen-
ti pld bonificati; questi sono stati infatti la causa prir-

cipale dei casi di tossinfezione verificatisi nepli U.S.A.

ed in altri raesi europei (Liston, 1976).
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Caratteristiche della Loussinferzione

11 fenomeno toerrirfettive ¢ quarl esclucivamente as-
sociato ad alimerti di provenierza marira o alltacqua ed
é prircipialmente ristretto nl periodo estivo,

Carl Ai cortagio irterumari nor i roro mai verifica-
ti; Hobbs (1973) ruggerisce un ciclo "momo~-acqua-alimerto-
uomo", chb'ha ifizio cor la cortamiraziore delle acque co-
"stlere da parte di liguami ingquirati cor 1 vibriori e]im?-
natli dapli ammalati.

I1 periodo d'incubaziore varia da 6 a 24 ore, rara-
‘mente AR. La sintomatelopia, in gernere, 1 marifoesta con
dolori epigastrici violenti (R2%j, accompagréti da nnunea
(71%), vomito (£2%), diarrea (98%). Ir molti paziernti é
possibile rilevare ipertermia (27%). La durata dell'infe-
zione & generalmente di 3 pgiorni, ma pud variare da poche
oré a 10 piorni.

Durante la fase acuta dell'infezione, 1 vibrioni ver-
gono escreti numerési corn le fecl, ma 11 loro numero ten-
de poi a diminuire rapidamente con il repgredire dei sinto-
mi.

La dose irfettiva per 1l'uomo & piuttosto massiccein,
ed & stata stimata da Sakazaki (1971) delltordine di circa
106-109 ccllule.l

I.'enteropatogericitd idel vibrione & vista, al momento
attuale, come effetto di una rapida moltiplicazioﬁé batte-
rica a livello della mucosa intestirale ed appare stretta-
merte correlata all'attivitd emolitica del microrpganismo
steeso, che viene mersa ir evidenza dal test di Karagawa,

Tale prova corsiste nrella formaziore dil zone chiare
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di beta-emolisi in piastre allestite con terrenc di base
(Wagatsuma agar) addizionate di eritrociti umani freschi.
La componente emolitica associata alla reazione di
Kanagawa & stata isolata e purificata e risulta essere una
proteina termostabile (Twedt, 1980), E' stata dimostrata,
inoltre, anche la presenza di una emolisina termolabile.
Ccccorre, -comunque, rilevare che nel corso di epidemie

causate da cibi contaminati da V.parahaemolyticus, ceppi

Kanapgawa positivi vengono isclati molto raramente dagli
alimenti, sebbene tutti quelli provenilenti dagli ammalati
siano Kanagawa positivi. Inoltre, studi condotti in pro-
posito hanno dimostrato che la somministrazioneIQi ceppi
Kanagawa negativi all'uomo o agli animali, n@n ha mai por-
tato alla eiiminazione di batteri Kanagawa positivi.

La Spieghzioﬁe pitt plausibile sembra essere, cosl co-
me suggerito da Scheﬁfers,(1979). che in generale_solo gli
alimentl contamirati con vibrioni Kanagawa positivi possb—
nb causare gastroenteriti; tali vibrioni sonco difficilmen=
te isolabili a causa della enorme prevaiqnza negli alimen-
ti di céllule Kanagawa'hegative, ma possono diventare pre-
dominanti néll'intestino per un processec di selezione non
ancora conosciuto. E' stato visto, infatti, che i ceppi
Kanagawa positivi possiedono una maggiore camacitd adesiva
alle pareti intestinali delle vittime,

E' stato anche ipotizzato da Barross (1978) che nel
loro habitat naturale.i vibrioni possono trasferirsl 1'un
l*altro il fattore di viru}enza mediante scambi genetici.

L'enteropatogenicita del vibrione, oltre che dalla

reazione di Kanagawa pud essere messa in evidenza anche
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con il test sull'ansa intestirale di coriplio (i]eallloop
tect).

Taie teenica conrirte nelltircoculare ir vivo; o1l uuna
ansa isolata il vibrione in esame e succesnsivamerte rel
misurare 1'accumuloe di fluido e 1a dilataﬁione del repmer-
to intestinale ove ¢ stato praticato l'inoculo.

Studi eseguiti impiegando questa tecnica hanno messo
in evidenza che non tutti i ceppi Kanagawa positivi forni-
Scoro un rerpeonso patclogico, mentre qualche ceppo Kanaga-
~#a negativo lo produce.. |

Il V.parahaemolyticus elabora anche endotoscire simi-

1li a quelle prodotte dalle altre enterobatteriaceae, il
cui ruclo nella patopenesi 41 tale vibrione non & stato
ancora dimostrato, ma che probabilmente agiscouno con un

meccanismo analogo.

Morfologia e caratteristiche biochimiche

La morfoldgia del V.paranhaemolvticus, com'é noto, pud

variare considerevolmente a seconda delle condizioni-coltu-
rali impiegate. |
Generalmente =i presenta sotto forma bastoncellare di
niccole dimensioni, Gram negativo, a disposizione singola
a volte incurvato a virgola, asporipgenc. E' anaeroblo fa-
coltativo e mobile per cipglia polari. In terreni agarizza-
ti le colonie si presentano piuttosto grandi (2-4 mm), li-
éce, opache con centro leggermente lncurvato.

-Il'V.parahaemolyticus ¢ mediamente alofilo, con un op-

timum di crescita a concentrazioni del 2-4%, Mon cresce

nel normali terreri privi di sale e kollera una concentra-
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zione massima di guest'ultimo dell!'8%.

I1 pH ottimale per la crescita é leppgermente alcalino:
7,8-8,6; sonou stati tuttavia, riportatl anche valori di pH‘
molto bassi, quuli 4,8 e molto alti, circa 11,0 (Beuchat,
1973). |

Il valore minimo di "water activity" per la crescita
& di 0,937 (Beuchat, 1974): mertre la temperatura ottima-
le =i apggira intorno a 35°-37°C, sebbene una buona cresci-

ta venga osservata dai 15°C ai 43°C., Il V.parahaemolyticus

~

& estremamente senSibile alle temperature di refrigerazio—
ne, pid che a quelle di congelamento; la minore o maggiore
sopravﬁivenzaldel germe dipende, comunque, dal substrato
in cui viene mantemuto e soprattutto dalla concehtrazione
di sale e dal pH di questo..

Fermenta divefsi zuccheri, tra cui glucosio (senza
produzione di gas) e mannite; non attacca invece il latto-
sio, .

Inoltre, & positivo per catalasi, ossidasi, indolo,
riduzione dei nitrati, roséo metile; & negaﬁiVD per ureasi
¢ produzione di H2S. |

Ancora, tale vibrione ha la capacitd di idrolizzare
l1'amido e la chitina; tale caratteristica, come abbiamo gia
detto, presenta aspetti vantaggiosi, dal purto di vista e-

cologico, nell'ambiente marino,

11 V.parahaemolyticus pud essere ucciso ﬁediénte ri-
scaldamento a 60°C per.lﬁ'. Tuttavia, a seconda del sub-
strato alimentare, pud sopravvivere a'temperature_intorno
agli 80°C (Vanderzant, 1972). La bollitura a 100°C sembra,

comungue, un adeguatc trattamento termico per la bonifica
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¢i alimerti contaminati.

Caratteristiche sierolopiche

I1 V,parahaemolvticusg possiede tre gruppi di determi-

nanti antipenici: antigeni somatici (C), artigeri cansula-
ri (K) ed antipeni ciliari (H).

Twédt‘(1969) e Sakazaki (1972) harro proposto uro
‘schema baéato éulla identificazione di 12 antigeri somati-
¢l e 52 antipeni capsulari, In tale classificaziore ron
furono presi-in considerazione gli artipgeni I, ir gquanto
'qﬁesti erano risultati sierologicamente idertici ir tutti
i ceppi.gaggiati..Tale sChema é barato unicamerte sn cep-
pl isclati da materiale umano.

Dagli alimenti e, taivolta dagli.amﬁaluti, venpono

isolati pivn di ur sierotipo dil VY.parahaemolyticus dallo

stesso campione; comurque, allo stato attuale, 1 terts
sierclogici non rivestoru valore diapnostico, ir quanto
molti altri microrgnnismi marini possono agrlutinare con
gli éntisieri C e K del vibrione parahaemolitico,

Del tutto recentemente, pero, alcuri autori giappo-

nesi {Shinoda e coll., 1983) hannc messo a punto ur meto-—

do sierologico per 1l'identificazione del V.parahaemolyti-
cus da reperti amBiCntali, basato sulla agglutirazione

con sieri specifici per i differenti determinanti antige-
nici dei flagelli (IHL1, HL2, HL3). Tale metodo € cominque

"ancora in fase sperimentale.

Ricerca del V.parahaemolyticuc negli alimenti

Come abbiamo gia detto, la mappa relativa ai reperti
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di V.parahaemolyticus sl va facendo sempre pin estesa, cid

ha accresciuto 1l'interesse per la messa a punto di metodi-~
che pit idonee per il rilevamento di tale vibrione sia
rell'ambiente che in alimerti ittici.

Occorre, inoltre, rilevare che la scarsn competivita

del V,parahaemolyticus all'antagonismo e¢sercitato dalla

flera microbica accessoria, I'estrema sensibilitd di tale
vibrione ai fattori fisici e chimici (temperatura e pH) e
la sua eventuale bassa concentrazione nel substrato, costi-
tuiscono tutti elehenti_che determinano.ta necessita di ri-
correre ad una fase preliminare di arficchimento.

11 metodo maggiormente seguito per la determ;nazione
di questo.microrganismo negli alimenti & quello consiglia-
to dalla Food and Drug Administration (Wentz e Fishbein,
1973); tale metodiéa consisté neil'omogeneizzape g 50 del-
1talimento in esame in ml 450 di acqua peptonata al 3% di |
NaCl (pH 7)}; si efféttuano, quindi, diluizioni scalari h
deil'bmogeneizzato_fino a.loﬂar;ché ﬁengono inoculate cia-
scuna in tre provette di G.S.T.B. (Brodo-Glucosio-Sale-Te-
epol) seéondo la tecn;ca“dell'M.P.H.: dopo 24 h di incuba-
zione a 32°C dalle provette risultate positive (intorbida-
mento) si esepuono strisci su piastre di T.C.B.S. (Tiosol-
fato-Citrato-Bile-Saccarosio) terreno solido selettivo
propostd da Sakazaki, che vergono poste ad incubare a 32°C.

Su tale terreno le colonie di V.parahaemolyticus ap-

paiono rotonde, di colore verde-blhly, in contrasto con quel-

ie di V.alginolyticus e di Y.cholerae che appaioro gialle
a causa del viraggio acido dovuto alla fermentazione del

saccarosio. Occorre esaminare le piastre gia dopo 1% h di
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ircuhazione per evitarce che le colonie (i V.uLglFOlytiCug

virino al blf-verde in corcepuersn i una progreusiva at-
tivitdh alecalirn (HH,_: dal peptone e dJall'estratto A1 lievi-
to, Naoll dal Ya-citrato).

Le colonie di PFseudomonas ruy T,C.B.S. rure, irvene,
piccole, verde pallido o ireclori; merntre 1L coliformi e
gli enterocoecchi formaro colonie piccolé e traclucide,

Le colonie scspette per V.parahaemolyticus verporo

Ltrapiartate su 151 ¢ Tripticase =soy, brodo e apar. Tr 'I'Sl

11 V.parghaemolvticus fa virare al ginllo (acidificarziore)

la porzione cilindrica della provetta, senza produrziore Hi
st o gan,

in segulto vengoro esepuite, oltre alla colourazione
Ai Gram, le prove di not&litﬁ, dl nlotullerarza e le pro-
" ve biochimiche e sierologiche per 1tidentificarziore. Qui
di sepuito vengono'riportate Je piti utili ai firi 41 una
rapida diffcrenziaziyne dal cortamirarti pit simili per
caratteristiche morfologiche ecc.
Crescita in presenza dell'n% di MaCl - Indolo +
Crescita in presenza dell'B8% di MaCl + Rosso Metile +

Crescita in preserza del 10% di !1aCl - Voges Proskauer -

Decarbossilaziore }isina + Crescita a 5°C -
Decarbossilaziore arginira - Creccita a 42°C «+
NDecarboseilacnione orritina + Idrolisi amido +
Ctilizzazione saccarosio - Ntilizzazione citriato -
Utilizzazione mannitolo + Formaziore di st -

I1 V.parahaemolyticus si differenzia dal V.cholerae per la

sua alofilia (V.cholerae ecresce arche allo 0% di NaCl). Il

V.ansuillarum, microrganismo patogeno per i pesci, pud cre=-
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scere a 5°C ma non a 42°C,

I1 V.parahaemolyticus pud essere differenziato dal v.

alpinolyticus secondo il sepuente schema:

V.parahem, V.alpin,

Crescita in presenza del 10% Qi MaCl - +
Voges Proskauer - +
Roseo metile : + -
Utilizzazidne del Saccarosio ' - +

Come abbiamo gid dctto, & essenziale che tutti i ter-

reni di coltura per ilV., parahaemolvtihu° contenpqno il 2=

3% di NaCl, infatti i vibrioni alofili muoiono-rapidamente
cse sospesi in acqua distillata. | | '

Nell'ﬁltimo decennio sono stati proposti numerosi tére
reni di arricchimenfo da impicgare in nlternatiya-al G.5.T7.8
quali ad esempio 11'"btpdo.qi carne con il 7% di NaCl" (Kam-
pelmacher e Mossel, 1972). Tali terreni sembrano:perb di
valore limitato (Vanderzant e Mickelson, 1972).

Mel quadro di tale problematica, anche presso i nostri
laboratori, é stato mesvo‘a punto un terreno semisintetico
di arricchimento, di compOQizione analopa a quella di un
omopeneizzato di mitili, nell'intento di riprodurre talu—
ne condizioni ececlogiche nelle quali vivono naturalmente_
i1 vibrioni alofilt (De'Felip, Toti, Stacchini, Ravagnan,
1974), | S

L'uso ﬁratico di qdesto terrenc, denomirato F.P.3,
(Fitpne-Peptone-Sulfisoxazolo), ne ha dimostrato le buone
caratteristiche di elettivité,'ma nello stesso tempo, ne

ha messo in rilievo la scarsa azione inibente nei confron-
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ti della ricea flora microbica accessoria del prodotti it-
tici in genere, per cul ¢i & verificata 1a necessitd =i
migliorarne l'aziore selettiva.

A tnle scopo abbiamo pencato di impiepare sia un a-
gente naggpiormente selettivo, quale up artibiotico a1 lar-
70 spettro, sia i sfruttare 1'aziore limitativa, sullo
sviluppo di'molte cpecie batteriche, di clevate corcentra-
wioni del NaCl,

I risultati delle prove da nol cordotte hannro evider-—
ziato che conecentrazioni di MaCl del H#% nel subrtrato Al
creseitna inibiscoro ir mantiera sipnificativa orpgnnicmi ap-
partenenti ail - generi micrococcus, prendomonas e proteus;
mertre tale concentrarzione, pur non ecrendo 1'optimum i

crescita per il V.parahaemolyticus, ror ¢ ip prado Jdi dar-

regaiario,

Fer quanto concerne la ccelta Jell'agente relcttero,
goro state ﬂaggiute‘varic sortanve artimicrobhiche, n varie
concentrazioni, scelte in base alla loro concentrazione
minima iniberte verso microrpanismt vari., Le rove rono
state effettuate utilizzando come base comune il terrenc
con Titone, peptone ed il 6% di MNaCt,

Tra 1 vari antibiotici sapgiati, tra 1 guali eritro-
mieina, cloxaclillina, fluoéloxacillinu, ampicillina e car-
benicillira, questtultima ha dato i rigultati pivt roddi-
sfacenti. Ilnfatti, alla councentrazione di lmep/ml, ha di-
mostrate una netta azione inibernte verso Proteus, Staphy-—
lococcus ed FE.coli, sia in colture pure che in colture

miste dei tre pgermi, mentre ¢ rirultata praticamente pri-

va di attivitd rei cornfronti del V.parahaemolyticus,
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Il terreno nella sJa composizione finale, & stato
quindi econfrontato con lo stesso terreno privo di antibio-
tiei {(¥.P.), con il terrenolda rnol precedentemente messo
a punto, 1'F.1.,38. ¢ con altri due substratl attualmente

magpiormente implegati per l;inolamento del V.paranhaemoly-

ticus dagli alimenti , 11 G.S5.7.8., come da schema della
F.D.A., ed i1 P.B.S. (Polimixina-Sale-Brode) secordov Saka-
vaki (1973),

A tale scopo 1a crescita di diversi ceppi 1i V.parahae-

molvticus e di altri microrgunismi, veniva seguita nei dif-
Terenti substrati mediante turbidimetria in fase statica
{(colorimetro) ed in fase continua con l'ausilao di ur bio=-
fotomepfo. I risultati sono ribortati rella fabella 1.

Tall osservazioni sono state convalidate dall'anali-
£l statistica condotta sui risultati ottenuti,

Sia 1'analisi della varianza* (I 0,01) che 1'aralisi -
bivalente della varianza pef ranghi di Friedman (Siegel,
1986). ( = 1%,08 con 3 gdl, P 0,01) hanno mostrato.l'esi-
stenza di differenre significative sia tra i terreni che
tra 1 ceppi saggiati confermardo che il comportamerto del-
1'¥.P.C, differisce in modo significativo da quello degli
altri terrcni; mentre non ci sono particolari indizi che
permettono di asserire che quest'ultimi differiscono tra
di loro {(tabella 2). | ‘

Un‘fulteriore conferma della validitéd del terreno &
stata accertata, infine; anche mediante prove eseguite in
¥*L'analisi della varianza é'stata eseguita sulle medie dei

valori di trasmittanza.
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vasche di stabulazione, cu campioni di mollusrchi hivalvi,
acqui e fedimenti inquipnati sperimertalmente cor connentra-

ziobi scalari di V.parahaemclyticus { da 104ﬁermi/m1 a1l

perme/ml ).
Da tall indapini, condotte ir parallelo con 10,0,

¢ 11 G.5.T.B., si & potute rilevare che il nostro terrero

evidenzla qnche 1 cellula/ml di V.parahaemolyticus, mertre

i1 6.S.7.8. ha fornito risultati positivi soltanto per cor-
centrazionl di circa 10 cellule/ml,
o O 0 0o 0 O © o

Dopo questa breve paroramieca, ricordiamo per conclude-

re che il V,parahaemolvticus, anche se pud escere prefrerte

nepgli alimerti di ourigine marina, come éontaminanpc natiirie-
le, & fortunatamente unr microrgarismo molte sensibile al
calore, anlla refrigeraziore, all'essiccamento, all'aciditd.
I rormali processi di preparnziorne o cornservazione sembra-
no, quindi, sufficientemente cautelativi,

' Rimane, comunqde, il problema della ricontaminazione
di alimenti gi2 bopificati, che come abbiamo gia dette é

la causa principale degli eplisodi tossinfettivi verificati-
sl negli U.S5.A. ed in Europa. Per cui,.ancora ura volta,
=i ribadisqe.il concetto della particolare cura che deve
essere posta nell'osservanza delle norme ipieniche, e del-

1'importarza di una educazione sanitaria per il personale

delle industrie alimentari.
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Terreni di arricechimento per ltisolamento del V.parahae~

molgticus.

- F.2.5. (Fitone, Peptone, Sulfisoxazolo)

Estratto di lievito ' - g3
Peptone g 10
Cloruroc di rodio g 30

I'i tore h f 3]
Sulfisoxazelo "Sigma” 4 0,08
Acqua distillata - q.b. a nl 1000

Sterllizzare a 120°C per 20'; pH fipale 7,5

- F.P.C. (Fitore, Peptore, Carbenicillina)

Estratto di lievito 24 3
Feptore . ‘ ] £ 10
Cloruro di sodio . , g 60
Fitone S g 5
fcqua distillata q.b; a ml 1000

Sterilizzare a 120°C per 20'; pH finale 7,5
Al terrero pronto per l'uso apgiungere carbenicillina in

quantitd pari a g 0,001/m} 1000.
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PROBLEMI IGIEMICO-ALIMEMTARI FEMERGEMTI CORRELATI A
YERSIMIA EMTERQCOLITICA E VIRUSR

Dott. Laura Toti

Laboratorio Alimenti - 1.5.4.

Tria 1 microrganismi capaci di trasmetterc gastroen-

teriti, ;a Yepsinia enterocolitica va Qﬁsumendo un irte-
resse crescente.

Mel 1966 vernero descritti, nrell'uomo, nolo 23 casi
di infezlone dovutl a tale germe; nel 1970 1 casi saliro-
'nb a 642, nel 1972 a pid di mille, nel 1974 ad oltre 4000
cocl come risulta da ur recernte bollettino dell'CMs.(1,7)

L'ircremento della casistica & certamerte correlato
anche allo sviluppo deile conoscenze su tiale perme ed al
magrilor numero i accertamenti condotti per la sun eviden-
ziazione,

30tto il profilo microbiologico, ricorderemo che ]al

Yersinia enterocolitica =i presenta sottoe forma di cellu-

le ovoidi o coceobacillari Gram-pegative, mobili a tempe-
ratura inferiore a 30°C pee flagelli peritrichi, prive di
capsula e dl spora; tale germe, anneroblo facolﬁativo,at-
tacca i citratl e 1'ad6nitolo, poesiede galattosidasi e
catalasi, non produce idrageno solforato,

ﬂ%aggi biochimici devono essere cordotti tra i 2&6°C
ed 1 29°C, temperatura ottimale di crescita.

La Yersinia enterocolitica & un germe psicrofilo che

pud crescere anche a 4°C; ¢id, ovviamente, ha un notevole
significato per gli alimenti contaminatl e mantenuti in

frigorifero; infatti anche un basso-numerc iniziale & ir
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grado di proliferare firo a raggiungere 1 livelli di peri-
colosith serza alterare i caratteri orpanolettici dell'ali-
mento stesso, Tale psicrofilia, inoltre, viene utilirzata
rei procedimenti analitici per 1'isolamento del perme da~
gli alimenti,

Dal punto di vista immurologico, la Yersinia entero-~

colitica pud essere caratterizzata sulla base di due anti-
peni di superficie: gli antigeni somatici 0 e gli arntigeni
flagellari H (Wauters 1972). Le reazioni sierologiche so-
ro simili a ‘quelle delle salmonelle; gli antigeri O sono
-lipopolisaccaridi complessi e fanno’ parte della struttura
della'enddtoséina. Ulteriori suddivisioni sierologiphé SO
no basate sulla specificita antigenica depgli antigeni fla~
geliari H. 11 sierotipo 0:3 e 0:9 sono i pin comuni in Bu-
ropa, Glappone e dunada mentre il slerotipo 0{8vé predomi-
nante negli Stati'Un;ti. | _

Finora sono stati cl#ssificati 34 sierotipi D e 19
sierotipi H. |

Dal punto di vista bibchimico vengono distinti % bio-

tipi di Yersinia enterccolitica (Waters 1970). Ogni bioti-
po & sierotipo ha un eignificato specifico per quanrto ri-

pguarda l'incidenza, la virulenza e la distribuzione nelle

varie parti del mondo.

Per quanto corcerne l'incidenza della Yersinia entes.

rocolitica negli alimenti, essa & stata ritrovata in va-
ri tipi di carne sia Bovina che ovina, che nel pollame,ma
la fonte di infezione maggiore per 1'uomo sembra essere il
maialg. 11 sierotipo 0:3, cﬁe ¢ uno di quelli mapgiormen-

te patogeni per 1'uoma, & ctate isolato dail suini con no-
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tevole frequenza {(Wauters 1976), Ceppi di Yersinia ente-

rocoliticn apparterenti a sierotipi ambientanli sono sta-

ti'isoiati da frutti di mare, da vepgetali, ‘1a acaqua e rlal
latte sla crudoe che pastorizzato; tali ceppi ambientndi,
inoltre, c£i vanno sempre pin diffordendo nepli alimenti

in gerere ¢ rei vegetall in particolare, in relaziore al
creacenté;impiegp, anche a livello domesfico, dei merzzi di

refrigerazione.

Lo studio della patogenicitd da Yersinia enterocoli-
tica presenta aspetti interessanti ed in contirua evolu-
zione. Va ricordato, innarzitutto, che i ceppi erterovos-
sici di Yersinia produceono una tossina termoresistente (87)
quando crescono a 25°C ma non a 35°C; essa da positivo il
test dell'ansa intestinale di topo o di cornopglio con un
meccanismo di stimolazéone dell'adenil-ciclasi simile a
qué110 deli'E.coli enteropatogena. E' stato comunque dimo-
'strato che la produgzione di ST da parte della Yersinia

enterocolizica non & sufficiente per determinare la viru-

lenza (Shhiemann 1981) infatti & stata messa in evidenz
ltesistenza di ceppi atteruati nel tempo, che.avevano per-
so la capacité-di indurre la diarrea nel coniglio pur con-
tinuandce a pfodurre 1'enterotossina (3,4}).

Un altro aspetfo della patogenicita di tale germe &
dato dalla capacitd di invadere gli epiteli: comunque, an-
che i1 test di laboratorio che si basa sulla capacita di
invadere cellule Hela pud essere considerato come uno
"scfeening negativo" cio® 1 ceppi che non- sono invasivi

non sono virulentli per 1l'uomo, mertre un ceppo invasivo

non & necessariamente virulento (7).
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Pill recentemente, & stato messo in evidenza un al-
tro fattore di virulenza correlato cun 1'invasivita (Zink
1980) e ciod ur plasmide avente un peso molecolare com-
pceso.tra A0 ¢ 48 Mdal.ll1 DHA di tale plasmide codifica
per gli nntigeni V e W, che vengoro prodotti soltanto a
35°C e so0lo in presenza di ioni calcio nel terreno di cre-
acita; tale dipendenza nor esiste a 26°C in quanto non
vengono prodotti pli antigeni V ¢ W (5,6).

La prescnza del plasmide sopra indicato pud essere
messa in evidenza mediante un altro test per 1'invasivita
il Sereny test, basato sull'insorgenza della cherato-con-
giuntivite nell'occhio di cavia (9), .

Nel 1980, oltre la scoperta del plasmide correlato
cor la virulenza, Laird e €avaraugh's hanno messo in evi-

denza che ceppi virulenti di Y.pestis, Y. pseudotuberco-

losis, e Y. enterotolitica, autoagglutinano sempre nel

terreno per le colture di tessuti a 36°C. 1 ceppi non vi-
rulenti non possiedono tale proprietid. Cli stessi autori
hanno ipotizzato che la proprieta di autoagplutinare e
gli antigeni V e ¥ soro’ indicatori degli stessl determi-
nanti per la virulenza.(10) .

Come si vede da guesta rapida disamina, le basi bio-

logiche della patogenicitd della Y.enterocolitica =ono

molteplici e la loro valutazione non & agevole: sotto un
profilo iplenico-ecologico pit ampio, inoltre; 1a proble-
matica appare ancora pil complessa ed ancora non suffi-
cientemente chiarita. Infaf{tl va tenuto presente, tra

l1'altro che anche i ceppi "ambientali" di Yersinia en-

terocolitica vanno esercitardo una pressione crescente
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sulltuomoe che, a giudizio d4i aleurni esperti, ¢ da raffron-
tare a quella di altri microrganiemi patogeri di "sortita®
od "opporturisti” quali ¥Xlebsiella, Proteus e 1a ctesea

Eecherlchia coli.

Fer quianto eoncerne, infine, il quadro clinico della

irfezione da Y. enterocolitica, ricorderemo che esro ¢ pee-

vilertemerte gastroenterico essgerndo cafntterizzato ta feb-
bre, diar;en e/o crampi addominnii, che, per l1a loro sede
prevalentemente a livello della fogssa iliaca dectra, pos-
§gnp simulare una sirtomatologia appendidu]are. In alecuni zasy,
\

f;;:}enti sono stati sottoposti alla asportaziore -lella ap-
perdice,

In qualche caro sono state osservate anche infezioni
extraenteriche della gdla, sangue, tratto urirarie, riste-
ma nhervoeoego cenirale e ferite.

La terapia, in linea di massima, prevede 1l'impiego
di antibiotici e, in particolare, di streptomicina,clo-

ramfericolo, colistipa, kanamicina.

Isolamento della Y. entérocolitica dagli alimenti

La recente letteratura riporta vari metorii per 1'iso-

lamento della Y, epterocolitica dagli alimenti.. ko schema
seguente rappresenta un moéaico delle metodiche piu vali-
de che soro state proposte negli ultimi arri.

I1 campione di alimento viene omogeneizzato per 2
‘minuti in PBS (Phosphate buffered saline sorhitol-hile
broth - Feeley 1976).

Aliquote di ml 0,1 dell'omogeneizzato vengoro inocu-
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late in ml 10 del terreno RMC (Rabpaport-verde malachite~
carbericillina - Wauters 1973) o nel brodo selenite modi-
ficato {Lee, 1920, Stern 1980). E! ﬁtile precisare che 16
RMC e i1 brodoe selenite si1 sono dimostrati efficaci.per
1'isolamento dei sierotipi pivn diffusei in Europa e inr Ca-
rada ¢ cicé 0:3 e 0:9. Tali tipi 4i arriechimerto sonc me-
ro efficaci per il sierotipo 0:8 che é tipico degli USA,

" Dopn incubaziore n 23°C per 3 pg =1 eseguono gli
etrisci, sia con che serza pretrattamerto con alecalil su
due o tre tipi di terreni selettivi,

La Y, enterocolitica & tolleramte a condizioni di

relativa alealinitd, quindi 1'uso di un trattamento con
KOH risulta sélettivo verso organismi suscettibiii ﬁll'am—
bierte alcaliro (Aulisio 1980).

In letteratura sono desaritti vari terreni di isola-
mento quali il MacCorkey addizionato di Tween 80 (M),
1'agar al solfitc-di bismuto (BS), 1'SS agar, il CIN
{(agar éefsulodina, irpgasarn, novobiocina - Schiemann 1979),
Ultimamente il CIH ha avuto il maggiose successo per lo
isclamento della Yersinia dagli alimenti.. |

Le colonie caraﬁteristiche cresciute sui terreni di
isolamento vengono passate su TSI a 23°C,

Dopo 24 h di ircubazione il TSI deve presentare aci-
dificaziore del fondo e del hecco, senrza formarione Adi
gas né di HES' Tali ceppil, inoltre, devono risultare po-
sitivi al test déll'ufeasi, regativi a quello della fenil-
alanino-deaminasi ed inoltﬁe mobili a 23°C ma non a 38°C,

51 pud, irfine, snﬁgiaré lia potenziale virulenza del

ceppo in esame mediante un. test di semplice esecuzicone



- 207 -

proposto da Lalrd ¢ Cavanaaph rel 1900: due provette conto-
nenti un terrenu per colture coellulari venpono inocnliatc
con 1l ceppo in esame e poste ad irecubare, una a o 2020 @
1taltra a 2F°C, fe ,dupo 12 h i ireubazione,rolo 11 provet-
ta pofta A 3R°C mostra autoagplutinnzdore, i tratfn di ur
ceppo poterzialmerte virulento,

[+] 4] L] L+] o ] ]

Fresso i rostri laboratori sono in corso unpa ferie
di indagini irtese a chiarire le cordizioni di crefcita

della Y. enterocolitica che, come gid & stato acoenrnabto,

soro fondamentali per la sua eventuale toscirogeresi.

In particolare, €tiamo conduccendo prove mirate A stu-
diare lo sviluppo di tale germe quando vergaro mods Tica-
ti alcuni parametri colturali.

Le prove, coﬁdotte su vari terreni, harno confermato
“un oprirmum di crescita della Yersiria alla temperatura di
26°-28°C e ad un pH intorno a 7-B, arche se si & dimo-
strata una tolleranza verso 1'aclditd fino a pit ¢,%.

Lo MalCl viene tollerﬁto fino a concentrazioni del
8% mentre it 6% risulta praticamente iniberte.

Il saccarosio escerecita una batteriostasi preseoché
completa a concentraziori del 30%. |

Attualmente stiamo anche sapgilando 1'influerza di
diversi antifermentativi sullo sviluppo della Y, enth-—

roeglitica e i primi dati c¢i dimostrano ura loro rearsi

~

attivitd alle normali concertragzioni di impilepo.
Sono alio studio, inoltre, le interazioni micro-

ecologiche tra Yersinia ed altri germi reperibili rei
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prodotti alimentari quali coliformi, salmonelle, pseudo-
monas nonché lattobacilli e stafilococchi; tali indagini,
in bare a proposte delltOMS, mirano a prevederc il livel-

lo di pericolositid di un alimento contaminato da Yersinia,
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Virus nepli alimenti

.o sturdio delle caratteristiche igieriche di ur ali-
mento dovrebhe comprerndere, trn'gli altri nccertamenti,ar-
nhe 1a ricerca deil virus trasmiscibili o, almeroe dAi adecurni
di cesi.

Al.momento attuale vi & ara carenza di dati per quan-
to concerne la preserza del viruse pegli alimerti ma le ri-
cerche firora cordotte dinostrano la poesibilitd 41 tras-
smissione di virus patogeni ali'uomo in Seﬁuito.alla in=-
gestione di alimenti contaminati. Tra questi, rivestono
primdria importanrza i virus enterici che prohabilmchtef
sonb{presenti ir svariati alimanti a livelli significatis
vi.

-:I-virus sono‘generalmemte pitt resictenti alle cor-
dizioni ambientali che non le cellule venetative dei bat-
teri; studi condotti da Larkir nel 1974 harno dimostrato
1n bersistenzﬁ dei poliovirus del tipo I per 36 gg in ve-
getnli irrigati con acqud inqainata (1).

E' stata anche\dimostrata 1a sopravvivenza depgli en-
terovirus riella carre bovina per pid di B giorni a 23—
24°C e la loro presenra.non subisce alcuna alterazione
a causa dellan crescita dclia flora dello "Spoilagc".

NDa alimenti i origine animale quaii carne di bo-
vipi, suini e pesce sono stati isolati virus e¢cho e po-
lio. ®ali virus rono étati, inocltre, frequentemerte iso-
lati da molluschi eduli lamellibranchi proverienti sia
da acque approvate che da acque precluse. Secorndo inda-

gini svolte «da Dennis rel 1974, dal 10 al 20% dei campio-
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ri onrelevati rel =meronti (i trannina cortereva vivas (2,3).
Tali risalitati, nor certo btrarqulllicuarti, cono da
corralare alle rote aoaratterictiche (1L bhlonceumuly el
mcxilusnﬂwi in rerepre. Mali organieni, infapti, filtraro
pioranimerte erormi quar titd di nequa dad Ta quale trate
tengorno nor seolc 11 blanctor necersario al lore metabo-
lirmo mAa.arrche L batteri ¢ 1 virne proserti relie aegae,
I virur, 'irr pfﬁ“tir:o]:lp(:' verecoro teatberatil Jdai mollnrehid
per parceechl piorni arche dopou che questi rore stabki tra-
sferiti in acque di stabulaziore puiite (4,7,6,7,0).
St.udi cordotti recertemente 1 Jores o Tutler (19er)

harno dimostrato che il mollusco Dreissena nolymornha nn-

cumiila rapidamente poliovirus a2 1ivelli citea 10 voltc
margiori dell'acqua circostarte. 1 viruse ri dirtribulsoo—.
ro in tutti i tessuti ma magpliormerte rell'irteshirco e rel
m:lt.(:r‘i"ll(.‘ fecale; 1'accumulo “Adei virus & plin lerto a 4°C
che n 12¢%C o é4°C.

Le potenziali.fobti 4i contaninaziorne depli alimerti
An paﬁté del virus fono illustriate rello schena ceguente
tratto da Larkin (1); esgi possoro derivare da animall
irfetti, da roditori ed irsettl ma, come appare dalla fi-
pgara, la sorgente principale ﬁ rappresertata dalle secros
zioni ed escrerzioni umane.

Da un purnte di vista elinico si ricorda che 1 virur
pin sipnificativi appnftunnono al pruppo dJdepgli erterovirus:
‘rell'adulto, nel quale contatti precedenti con ¢li nntipe-
ni virali harno gid stimolato il sistema immunopoietico,
1'irferione hia spesso un decorso inapparente o subclinico;

rnei bambini o nepgli individui immuarodeficitari, ipvece,
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1tinfezione pud manifestarsi a livello di sindrome, gene-~
ralmente pastroenterica.

Da quanto premesso & difficile calcolare la dose infet-
tante: esgea pud variare; per i pbliovirus 1-2-3 da 1 a di-
verse certiraia ai U.F,.pP.(unitd formanti placca).

Per quanto concerne le norme igieniche profilattiche
generali, la pin sipgnificativa anche in base ad indaginri
degli ultimi anni, rimane quella del trattamento degli
alimenti a temperature di circa B0°C, cosl come risulta
dn ricerche condoﬁte su carne, latte e derivati e vegetali.

Il trattamento termico finale, peraltro non sempre
applicabile a tutti gli alimenti, non pud essere, oyvia-
mente, disgiunto da tutta ura serie di-norme;igieniche da
adottare a monte del prodotto finito,

Cosi come-accénnato in'preéedenza, la ricerca di vi-
rus.negli alimenti viene eseguita costantemente e presso
laboratori altamente specializzati,.

" Ir questi ultimi anni, tuttavia, sono aumentate le
ricerche per eiaborare meﬁodi analitici di pin semplice
esacuzibne e di magg;oré'affidabilité.

La metodica attualmente pin diffusa & quella ela-
borata da Sobsey e coll. nel 1877, per la determinhzio—
ne degli enterovirus nelle ostriche (98).

Ii metodo & illustrato rello schema seguente; esso
permette i1 recupero di circa il 4%5% degli en%eroﬁirus
presenti nell'alimentd.

*- Pia recentemente, nel 1981, Finance e coll. hanno
messo a punto un metodo per l'isolamento depli entero-
virus presenti in quattro différenti tipi di alimenti:

carre, pesce, ostriche e mitili.(10).
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L'adsorbimento viene ottenuto médianté variazione del
pi; L'optimum di pH varia da un alimentec all'altro ed é 4
per il pesce, 6 per le ostriche e i molluschi e 5,5 per la
carne.

L'eluizione, anche in guesto caso, analogamente al me-~
todo di Sobssy, viene ottenuta mediante. variazioni del pH
e della condueibilitd. Dopo centrifugazione, infatti, il
sedimento viene eluito Ip ml 100 di acqua distillata,quiddi
il pH viene portato a 9 e 1a conducibiliti a 8000 mg NaCl/Y.

I virus, infine, vengono cobcentrati mediante ultra-

filtrazione o] ultracentrifugazione.

R 2R K N T T
14
: ‘

Presso.il nostro laboratorio, & stata messa a punto
una metodicg per la rigerca dei virus nei molluschi, di
facile e }apidé esecuzigne che € stata confrontata con le
due tecniche precedentemente descritte.

Le indagini sonoc gtate effettuate su campionl contami-
nati sperimentalmente utilizzando sia omogeneizzati di mi-
tili ¢he mitill vivi, peg¥i in apposite vasche di stabula-
zione, Le prove "in vive" gono state eseguite allo scopo
di effettuare una verifiea gdella metodologia in condizio-
ni riconducibili a quelle naturali, nonché di studiare
l'eventuale distribuzione delle particelle virali, oltre
-cha nei mollusehi anche nelle acque e nei sedimenti.

- Per il recupero del virus ¢ stata da noli messa a

punto una tecniea che prevede:

-omogeneizzazione ‘del campione;



- 214 -

elhizione del virus mediante “freezing-thawing" (conge-
lamento in bagno di ghiaccio secco-etanolo e scogela-
mento in b.m. a 37°C per 4 volte) o mediante ultrasuo-
ni (1f" a 70 W);
diluizione 1:1 con tampone fosfato 0,1 M, pH 7,2
filtrazione per garza; |
dentrifugazione a 10.000 g per 18';
il surnatante vicne sapgiato su cellule médiante micro=-
metodo. | |

Tale metodica c¢i ha permesso di evidenziare basse
coﬂcehtrazion; di peoliovirus, pari a 10 TCIDéofml._IL

metodo, di'semplice'e rapida es ecuzione, pub avere utile

applicazione in sede di "sqeening". Si pud infatti rile-

vare che 1'attrezzatura neceSSaria,pub ecsere alla poraa-

ta anche di 1aboratori non particolarmente finalizzqti

ad fdagini_virologiche complesse.
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Potenziali fonti @i contaminazione virale degil alimenti.
(tratto da Larkin E.P. 1981).

Alimenti per Carne e derivati
gli animali —3  Pollame
Uova
ESCREZIONI UMANE . Contaminazione
) crociata
Feci # urine
Secrezioni orali. )
nasali e vaginali y
Desquamazione della pelle —~— <+
' o Contatto diretto Alimenti crudi ALIMENTI
¢ indiretto . 3 o contaminati —. p PRONTI AL
dopo cottura CONSUMO
Insetti, mdlton. ece., Contatto diretto
Uccelli ’ ¢ indiretto
Scarichi $ Molluschi

e DPescl

Escrezioni animali — .. .y Acqua per irrigazione
Fertilizzanti
Mangimi
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MEPGDT DT CONTROLLO DELLA QULLITAY LGLENNC, DELLE Srpaio
Fiel ol LAYORO .‘-“’I"f]..]..'l!‘fHL‘nIJ"‘.‘:‘i[ FLITIRIH N,

Dobt,ern Inecinna CROCL, Dotb.oeon Silwar oo (L7201

Du{:t e Laira 10T

o

Lahgratourio Flirenti - 1.5.5.

11 nortrollao miercbiolougico dell'tmhicrte 11 1 4vore
_dcrtinntd Alla nrodaziore degli adiment! (looari, S e -
fiei di lavoro, macchinari ed rtersili) ronche del Der—
sarale addetto, riveste particolare importanza rel quadro
della gualita igicnica del prodotto finito,

| we r1oto,_ir‘-f:1tti. che ura pulizin irnudesuata i -
ri di lavoro, rastri e rilli di trasporte pud conpurbare
ur incremento notevole della cariea microbiecn 41 ar ali-
mento {1).

Come pure ron deve esrere sotboevalubnato 'apnorto hat-
terigo che pud proverire dal persconile nwvitetto alla Iavo-
1.*:1;'.10?’18, gia per ccesione diretta dei microrganicmi preven-—
ti sulle'mﬂni, cin attraverso il materinle di desquamazio-
re dello strato correo, che notoriamente annovera gerni
apparterenti a varie specie, e che pud verire a cortatto
corn mll alimerti direttamente o indirettamente attraver-—
tag le superfici di lavoro zu cul si deporsita,

Da quaﬁte sopra esposto risulta evidente 1'importarza
Ai disporre di1 metodl adepuati per giudicare 1'idonciti del-
.le misure di honifica adottate nelle indusiric nlimer tari,
nelle fasi di produziocne ¢ distribuzione depli alimenti,

L 8 o &6 o o o o B

Fer 1a pulizia e la disinfezione vergoro pereralmerte
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implegati prodotti chi&ici, che a seconda del loro cam-

po di applicaziore, possono essere suddivisi in:

- sortanze lavarti: detersivi o deterpenti speciali, che
hanno caratterintiche rsprassanti, ammorbiderti e doter-
pertis; .

- sostanze con attivit? di superficie {(vengoro usati come
imbibenti industriali);

- sostnﬁée disirfettanti: questo gruppo bltre ag avere le
caratteristiche suddette del potere lavante, dell'atti-
vita A1 superficie, presenta aziore emulsjonante ed ur
effetto microhicida caratteristico,

La sceltn della sostanza da utilizzare viene fatta ir
base alle esigenze pecunliari dell'ambiente da trattare e
nel caso specifico delle industric alimertari richicde mag-
giore cura.

Infatti, il particolére tipo di lavorazione, che com-
porta la presenza di residﬁi orpanici notevoli nellf'ambien—
te, crea un substrato idoneo alla proliferazione delle pin
svarinte specie hatteriche,-ostacolando, inoltre, l'azione
di molte delle sostanze disinfettarti normalmente impiepa-
hili. _

I detergenti ed 1 detergenti-disinfettanti da . usare
nelle industrie alimentari devono rispondere ai sepuenti
requisiti:

- easere efficaci nelle normali corndiziori d'usc, ciocé ri-
muovere i residﬁi nroteici e/o grasei associati alla la-
vorazione della carne o di altri prodotti;

- devono essere irnocui per.il personale;

- non devoroe corrodere o danneggiare le superfici o i mac-



ahinari trattati;

- nor devono alterare il co];re ¢ 11 capore depll alinmenti
in contatto con e superfici ¢ con i maecchinari lavati
cor egfi;

= devonou egnere facilmerte climinabili;

~ fdevono efsere sicnuri ¢ facili da urare;

- dgvono esrere compatibili se mescolnti.

I tensiocattivi anfoteri =1 rono dimostrati assai uti-
1i perché possiedoﬁu tall caratteristiche; inoltre, rispet-
to agli altri disinfettanti, presentano urno spettro d'azio-
.ne piv dmpio che comprende anche diversi tipi «di virus,

Come & stato descritto da molti Autori sembri che que-
gta classe di roctarze formi ur film germorepellQnte, che
persiste arche dopo il risciacquo finale con aequn, sebhe-
re il contenutu della sostanza attiva sulle superfici cosil

trattate sia mirimo.

Hetodi di contnollo.

Per 11 controlle dell'teffetto pernicida di un disinfet-
tante viene normalmente applicate i1 noto metodo, detto
PRu5=f test", riportato im Appendice.

Scopo:della nostra esercitazione & invece quello di
verificare 1l'effetto della disinfezione direttamente sul-
le superfici trattate,

A ta} fire & necessario disporre di teeniche per i1
controllo microbiologico, che forniscano risultati atten-
dib1li e con ura buona riproducibiliti, da impiegare "rou-

tinariamente", prima e dopo la disinfeziore del macchina-

ri e dei piani di lavoro.
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Lc metodiche riportate in letteratura £oro numerose
(2,3,4), tra queste ricordiamo:
1) metodo dei tamporsini di cotone;
?2) netodo del Jdisco di carta sierile;
3) metodo dell'impronta con ferreni apgarizzati matritivi.,
Le prime due tecniche citate darneo risultati rcarsa-
mente riproducibili, per cuil guella maﬁgiorﬁcnte usata ¢
la terza, basata null'impiéﬂo di stricsce 41 plartica fles-
cinile, Fu'cqi vierne stratificato un ifdoneo fterreno nutri-
tive, selettivo o mero (strisce llypicult, 7id predicposte);
oppure sull'impiepo di plastre Petri-Contact (diametro cm Gj
riempite di un adatto terreno di coltura, Le piastre cosl |
preparnte o le strisce'agarizzate VENEONOo poste Sullﬁ Sil-
perfidie da esaminare, esercitando una modica'pressione
per 2-3"., 81 mettoro poil ad'incubare a temperature idonee.
Ltapplicaziore pratica di quecto metodo, da nol pit
volte impiegato su piahi di lavoro variamerte coptaminati,
ha dimostrato Che rel caro questi contengaro una ¢levata
carieca microbica norn =i hanno risultati gquantificabili.
Cid ei verifica anche nel caso di superfici non eccessiva-
mente contaminrate, in quanto & state appurato che general-—
mente & presente una concertraziore bhatterica maﬁgiorc o
uguale a 100 u.f.c.Xcmg, che non & rilevahile a cauea del-
1a corfluenza delle colorie sulla superficie dell'agar.
Soltanto nel caso =i sia appena effettuata una puli-
zia con detergenti o combinarioni 4di detergenti-disinfet-
tanti, si possono ottenere risultati quantificabili; =in
'impiegando le piartre Petri-Contact che le strisce ilypicult.

Recentemerte nel nostro lahoratorio & stata creguita



- 243 -

ara rerie AL indapgini allo rcope L trovare ura teericn che
fbrﬁlmﬂv risultatl pin rupp;cscntativi Aderie noriziori i-
gti{:r‘!iche reall, el appliceabile ir opri evericrozn.,

Aot Tire abbinmo corndotto delle prove abiliyearnlo
11 metodo 41 Tavappio con 1'apparecchio Mrecto=5Nkin® {1 41i-
ilano), origirariamente idento per il srelicve 41 micror-
gnﬁismi'duTle superfici entarec {(J,Fleirette e 11,J, " racy,
1978}, -

Tnle npparecéhio concicste di un ceilirdro i vetro che
vicne appogpgiate sulla smperficie Ir esame, ir ceroe viene
.ir:t:ruriu'tto, come ligquido di Iavappio, roluzione ficiolopi-
ca addiziorngta di Tween RO all*1% e di lecifira A11'1%, .
tuinidi si immétte 1'apposita paletta sterile ¢ ri 1asnia
ruotare per 15" a 4,000 giri/minuto eirea.

Infine, =i prGIEVa il suddetto liquido di lavagpio e
dopb aver egeguito opportune diluizieni =i cemirn neli ter-
reni nutritivi agarinzati.

Dopc incubazione =i coepue il contepgpio rel nodo e~
guentcﬁ ne A4i microrganismi/cm2= 0,66% n® di microrprani-
smi/ml irdiluito,

Questo metodo fornisce buori risultati, con recuperi
ir media 2-3 volte ruperiori a quelli obtenuti con 11 ne-
todo di improrta diretta, ma & idoneo soltarto per ruperfi-
cl estremamerte levipate e perfettamente orizzontali.

Un'altra tecnica da noi messa a punto si basa sull'im-

.picpo di piastre Petri-Contact, riempite con ml 16 di ter-

* erprime il rapporto tra ltarea lella superficie esamina-

ta ed il volume del liguido di lavapgio.



reno non-nutritivo con.la sepuente composiziore:

Agar allo 0,7%

Tween 80 allt1%,

Lecitina* all'1%

Tampone fosfTato q.b.

pH = 7

che v1ene ndoperato come tampone e sulla csuccessiva eluie
zione del materiale prelevato. '

Per l'csecuzione della prova la piastra viene appog=-
giata con modica pressione sulla superficie da esaminare,
e ruotata di 380° tenendone fisso il centro; dalla zona
centrale viene prelevato, dopo incisionn con un tagliente
di aceciailo, un tassello di 4 cm2.

il tassello viene omogeneizzato cor ml 40 di soluzio-

ne firiologica, addizionata-di ml 0,04 di Tween 80, adopc-

rando 1o "Stomacher" per circa 1' (oppure, non disponendo
4i tale apparecchio, ﬁgitahdo manualmehte per circa 2' in
huute.contenenti sferette di vetro); infine si procede al-
la semina della soluzione € deile sue diluizioni scalari
in terreni nutritivi agarizzati.

Dopo. incubazioné, il numero dei microrganismi/ch Sa-
ra datb da 10 volte quello riferito ad 1 ml di omégeneiz-
zato.

Le varie prove da noi effettuate, contaminando artifi-
cialmente diversi tipi di supertfici con concentrazioni no-

Le di permi, hanno evidenziato che questo metodo consente

* la lecitina di soya presente nel substrato fuhge da neu-

tralizzante dellt'eventuale residuc di disinfettante.
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in media recuperi parl a cinca 1'80% della guantitd pre-
sunta 1l microrganismi,

Iroltre, tenato conto delle difficoltd 4i forrire
delle valutazioni meldie a cauna della catremn variabilitsd
della contaminazione da un punto all*altro di ura stesra
guperficie, posesiamo affermare che I risultati presertaro
una biona riproducibilits, specialncnté quiando siapo fir-
antl rigidaménﬁe tutti i parametri operativi,

In conclusiore quest'ultimo metodo ¢ risaultatoe par-
tico]armente idonéo in tutte le condizioni - saperfici di
vario tipo, cariche batteriche elevate, ecc. - ahbastanrza
censibhile ronché¢ riproducibile, per cui fe ne consiglia
l1'uso routinario,

31 ricorda, infine; che affinché 11 metodo forrisca
unra valutazione dell'avvenuta disinfezione, & indispensa-
hile che nel tprréno di prova vengn incorporafo un idoneo
neutralizzante del disinfettante impiegato.

Tra le varie soluzioni neutralizzanti riportate da al-
tri Autori in letteratura, ricordiamo quella utilipzatu rliy

Moiraghi e coll. in un recente lavoro (5).
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APFEMNDICE

verr TESTH metodo per Ia valutaziore Adell'efficacin dei

disinfettanti nelltipicne depli alimerti.

1, Test Jdi sorpersione quartitativa per ia determinazione
dell-tattivité hattericida ¢ fungicidn, .

1.1.5copo del tTent
Tale test serve a determirare i1 grado di aziore batk-
tericidn che si ottiene impicpgando concertrarioni di
disinfettante raccomandate rella pratica per 1'iglere
alimentare, e a clarsificare ﬁi‘disiﬁfettanti" o "1
disinfettanti-deterpenti combinati®. )
Tale valutarzione, csepuita in laboratorio ror forrisce
comurque un giudizio clrea 1'efficacia del prodotto
nelle rue applicaziori pratichu, che porrorg variare
notevolnente. |

1.2.rincipio del metodo
Si allestircono sospensioni di microrganiemi éhe ven-
gono aggiunti ad una soluzione contenente 11 prodotto
in esame alla conceﬁtrazione raccomardata dal fabbrie
cante. .
Trascorso un certo periodo ad una data temperatura, si
procede alla determirnariore degli organismi SOpravvisq
sati. .

1.3.0rgaﬁismi'cambibnel
Le prove vengono-effettunte sia su batteri Cram-nepa-
tivi che Cram-positivi.-

11 prodotto viene inoltre esaminato per il suo effetty
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el lieviti,

Microrgarismi campliore: liendonoras acrusirocn 2700

15442, Salmopella typhimuriua 9CC 12311, Staphyle-

cuceun adrear £TCC RYREP, Sacoharumycer corevioiae

LTUC 9763,
1.4, Manterimente Jdei ceppi
51 rncchmandu in lioTilivaazioro d{i'cnﬁpi ner prolar-
garne 'n (:(J.rme_r‘vaziur\e:. L coupt Ao nbilirmae repoaiar-
merte verpong mantonuti s o apgar-triptorc=coya=pentore
(TSA) o =u agar all'ertratto di malie {(MEA) 2 recorda
che ni trnthi di batteri o lievici,
Le colture vergono marterte ir frigorifoero (7°C + 1°0)
¢ trapiantate mensilmente,
1.5.Coltivaziore dei cepni
Dalle colture batteriche cu TSA (2.1.) o dAa quelle di
lievitd fu HEA (2.3.) ri eseguonc delle sabcolture in
provette cortenenti ml 10 di brodoe Al Lriptore-pluco-
sripo-s0oyne 1in provotte acon =t 10 dil brodo alltestratto
dl malto (2.4.).

5i pore ad incubare a 30°C per 24 h (le subeolture di

S.cerevisine devono essere tenute sotto agitariore Adu-

rante 1'irncubaziore).

1.6, Prepnraziong degli inoculi
Centrifupare le brodocolture 4i 24 h dei ceppi ron spo-
rigeri A 2.000 p pef 15!, Elimirarce il surratante e ri-
sospendere le cellule in ml 10 di dilunente {(ISG). Cen-=
trifugare Jdi nruovo ¢ risosperdere le cellule in mt ~
di diluente.

I1 rumero dim.f.c. nella sorpengiore firale sard ap-
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o .
prossimativamente di 10 /ml per i ceppi batterici e di
E-107/m1 per i lieviti.

Si raccomanda una conferma al nefelometro.

1.7.Preparazione del disinfettante

1.7.1.Freparazione della diluiziore raccomandata per 1'usg,
Si possono preparare concentrazioni dell'l% o pia,

pesando direttamente almeno 1 grammo del prodotto. con

la precisione di 1 mg, € diluendo con un opportuno
volume di diluente (acqua a durezza standard).
Concentrazioni minori dell'l1% =i preparano allesten-
do diluizioni intermedie.

1.7.2.Determinazione . ' Lo
Sapggiare 1'agente alla concentrazione pin bassa rac-
comandata dal fabbricante.
I1 test déve éssere COﬁdotto alla temperatura di 20°C,
Riempire una beuta dafﬁl 100 con 24 ml della soluzio- .
ne del disinfettante in acqua di durezza standard;il
‘numero di beute da allestire dipende dal numero di
ceppi da sagglare.
Riémpire un ugual fumero di beute con ml 24 ai acqua
di durezza standard,
Porre tutte le beute sotto agitazione in b.m. a 20°C
:1°C. Per ciascun ceppo da sagpiare porre in una pro-
vetta quantitd upuali di sospensione batterica e di
soluzione di albumina bovina (2.5.). Mescolare ed ag-
pgiungere ml 1 di fale mescolanza ad una beuta conte-

" nente 11 disinfettante, € ad una senza disinfettante.
Dopo periodi di esposizione di 5, 10 e 20 mirmati pre-

levare ml 1 di liquido ed inocularlec ir una provetta
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contenente ml 9 di ligquido inattivante (2.6.) prece-
dentemente Eenuto a 20°C-u hen mesncolato,
~Dapo %' preparare diluiziori ir ragicre 10 da ciascu-
na provetta, Usarc tall diluiziori per preparare pia-
sitre per ia cuntn hattcricﬁ in «mpiice.
Per i1 campione sepza disinfettantce (cortroilo)
usare diluizioni talli da ottenere ror pih ﬂi.ﬂﬁﬂ
u.f.c./ml e, so possibile, nor meno di 20 u.f.c./~l.
ler sapgiare iﬁvece l1taziore del disirfettante & sufe
ficiente usare la provetta conterente il liquido di
inattivazione e la prima delle diluizioni in rugioﬁe ic.
Fer preparare le plastre mescolare ml 1 della dilui- |
zione_dn sagglare con ml 20 d1 terreno dinciolto.a
A4°C (TSA) per la conta batterica; di MEA per 1la con-
ta deil miceti.
Si pud usare anche il metodo per striscio utilizzan-
do ml 0,1 delle diluizioni in esame.
Incubare le piaétrg a 30°C+1°C per 48 h e procedere
alla conta delle colonie. ;
1.7.3.5aggio della avvenuta irattivazione
Il test di seguito riportato secrve ad accertare che,
dopo l'inattivazione, non sia rimasto alcuh rerciduo
attivo di disinfettanté.
Tale test viene condottulutilizzando ceppl di S.aureus

ATCC 6538 e Ps.aeruginosa ATCC 15445 usando 1'acgqua

con durezza standard al pesto del disinfettante.
"Procedere come descritto in 1.7.2. apportando le se-
guentl modifiche: dopo il tempo test di &', preleva-
re da ciascuna beuta ml 1 di liquido e diluire 1:10000

+



in acgua a durezza standard.
Agpiunpere ml 1 di tale dilnizione in una provetta rnor-
teniente ml 9 di liguido di inattivaziore (2.6.) al gqun-
le & stato addizionato ml 1 del disinfettantc alia COT -
centrazione in esame,
Preparare le piastre per la contn bhttgrica in Aduplicce;
sin da tale provetta che dalla diluizione 1/10,
I1 numerc di colonie otterute norn dovrd mal essere in-
feriore alla metd di quelle ottenute dal test di con-
trollo senza il disinfettante (1.7.2.).

1.8.Calcolo dell'effetto microbicidd

L'effetto microbicida dovuto all'arzione che il disin-
20

fettante comple in &, 10 e 20 minuti a 20°C (ME _7)
2 . . - wd
{ME 22 ) & espresso dalla formula:

3 = M- 3
HE log.!c lop Jd

= numero di'u.f.c./ml;risultati dalla prova senza di-

sinfettunte

b
=
1§

4 numero di u,.f.c./ml dopo }'azibne del disinfettante.
Calcolare tutti i logdritmi fino alla seconda cifra de-
cimale. S - I o

1.9.Criterio di valutaziohe |
Si richiede che un diéinfettante,.alla pih bassna dilui-
vione di impiego raccomandata dal fabbricante,.abbié

un'azione microbicida tale da provocare una riduzione

di almeno 5 log.



2, Terreni & reagenti

2.1./aar triptone-soyn-peptone

Triptone {(digectiorc parcreatica 4i careirn)

Soyn-peptorc

MaC]

Apar

Acqﬁn distillata
Sterilizzare a 120°C per 207,

pit 7,3 G,

2.2.Brodo triptore-glucosio-royapeptone

Triptore (dipestione pancreaticn Jdi caseina)

Soyapeptone

Clucaosio, destrosio

MaCl

Kzl 11-'04 -

Aoqun distillata
Sterilizzare'a 120°C per 204,
-2.3.Apgar all'estratto d1 malto
Folvere di estraﬁto di malto
Soyapeptore

Apar

AcQua disﬁillata

Sterlizzare a 115°C per 10', pH 5,4 2 0,1.

2.4.Brodu all'estratto di malto
Polvere di estratte di mnltd
Soyapeptone
Acqua distillata

Sterilizzare a 118°C per 1in°',

+
pH £,4 Z 0,1.

1

1!

1000

1000

17
3
1000

¥
4

ml

f

o

g

3
m}

i

ml

ml



?.%.80luzionc di albumina bovina
Albumina bovinag 1% g
Acqua distillata 1000 ml
Sterilizzare per filtrazione (pori di 0,45 mcm)

2.6.Liguido dil irnattivazione*

Lecitina (otteruta dalla soya, purificata) 3 £
Polisorbato 8O : 30 ml
Soitio=tiosolfato F r
L-Istidina 1 g
Tampone fosfato 0,26 N (2 9.) 10 ml
Acqua distillata firo a 1000 ml
Sterilizzare a 120°C per 20°'. -t

2.7.Tanpone fosfato 0,25 N
K1, PO, ‘ | | 34 g
Acqua distillata ~BOO ml
Apgiustare i1 pH a 7,2 + 0,1 con NaOH 1 N
Acqun distillata firo a 1000 ml

Sterilizzare a 120°C per 2071,

*Per 1'inattivazione di ammonio quaternario e composti
anfoteri aggiunpere ml &0 di_siero di cavallo inattivato

per litro.
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Allegato alla nota per 1'avvio di un sistema
di sorveglianza delle tossinfezioni alimentari in [talia

Dr. -Donato Greco, Dr. Guerino Piero Piersante, Dr. Francesco Rosmini
Laboratorio di Epidemiologia e Biostatistica - I.S.S.

Guida alla compilazione della scheda di sorveglianza sulle T.A.

Oggetto della sorveglianza & qualsiasi episcedio epidemico in cui:
a) siano interessate due o pili persone {(in caso di Botulismo ne

basta una sola); '

b) ~ si presuma un'origine alimentare;
¢) si disponga di informazioni utili per 1'indagine epidem10100ica.
oppure dei risultati di laboratorio.

E' sempre consigliabile, comunque, seonalare tutte le epidemie in
cui la fonte alimentare sia evidente o fortemente sospettata (ad es.
perché interessa comunitd chiuse, mense, banchetti di nozze, ecc.)}
anche se non si hanno tutti {1 dati epidemiologici, o di 1aboratorio,
-per confermare 1'etiologia.

Tutti gli operatori di sarita pubblica che vengono a conoscenza
di una epidemia da alimenti saono vivamente invitati a segnalare il
fatto. I1 nostro sistema di sorveglianza & volontario. In¢lude persone
che lavorano in organismi che vengono a contatto col problema in
seconda istanza (Laboratori di Igiene e Profilassi, Osservatori Epide-
miologici Regionali, Uffici dei Medici Provinciali, Istituti di Igiene
Universitari) oppure che ne hanno competenza diretta (Servizi di
Igiene Pubblica delle USL, Uffici Comunali d'Igiene}. In gquest'ultimo
caso & augurabile che i nostri referenti sollecitino le varie fonti
locali (medici di base, laboratori di analisi, Pronte Soecorso, ecc.)
a segnalare tempestivamente i fatti, in modo da intervenire in tempo
utile per effettuare eventuali prelievi biologici o alimentari e per
svolgere proficuamente 1'inchiesta epidemiologica.

La scheda da noi predisposta appare core uno strumento utile
anche a fini conoscitivi locali. Essa rappresenta, evidentemente, una
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sintesi di notizie precedentemente raccolte, secondo uno schema di
indagine ben definito. Cercﬁeremo di mettere in evidenza le caratte-
ristiche principali e le varie fasi del modello da noi proposto.
Precisiamo che non & necessaria nessuna conoscenza preliminare di
epidemiologia o di biostatistica. Lo stesso microbiologo troverad uti1e'
applicare questo modello. Coﬁpi]ando la prima parte della scheda di
sorvegfianza egli potra ricavare orientamenti per le sue indagini di
laboratorio. Egli sard spinto a cercare tutti i possibjli agenti
nell'alimento incriminato epidemiologicamente, anz1ché uno spec1f1co
agente in tutti i camp10n1 disponibili.

La situazione tipica cui si fa riferimento & quella in cui si pud.
individuare immediatamente la recente consumazione di un pasto in comu-
ne tra i colpiti. (Se 11 problema 2 diverso - ad esempio, se si vuole
analizzare la possibilitd che qualche alimento sia responsabile di un
picco epidemico rilevato in una comunitd piit allargata - allora pud
essere riéhiesto un altro tipo di appfoccio; in tal éaso, si consiglia
di sollecitare 1'intervento di un epidemiologo).

Nel nostro caso la prima cosa da fare & ottenere Ta 1ista completa .
dei cibi_serviti. Se si tratta di un ristorante, essa sard fornita dal
gestore, Possibilmente raccogliere una descrizione SOmmaria dei proces-'
si di preparazione e notizie sulla fonte delle materie prime, seguendo
To schema dei punti 9, 10 e 11 della scheda. (Naturalmente occorre
effettuare prelievi di tutti i residui di cibo disponibili, anche
dagli stessi utensili, ed inoltre sottoporre ad ispezione gli addetti
alla lavorazione, non trasp&fando di informarsi sugli assenti e sul
motivo e la data dell‘assenza). ,

I1 secondo elemento indispensabile per 1'indagine 2 1'elenco con
"1'indirizzo delle persone che hanno consumato 1o stesso pasto. Se c'?
stato un banchetto, rivolgersi a chi ha fatto ¢li inviti. E' impor-
tante includere nell'elenco le persone che non hanno accusato disturbi.

La fase successiva & quella delle interviste, da fare attraverso
schede individuali, Per ciascuna persona bisogna indicare quate cibo
ha mangiato e quale non ha mangiato. Inoltre, per chi ha accusato
disturbi, occorre specificare: qda]i sintomi ha manfestato; entro
quanto tempo (in ore e giorni) dal pasto essi sono comparsi; quanto
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tempolé durata la malattia. Naturalmente, ogni scheda singola conter-
ra: nome, cognome, indirizzo e numero telefonico della persona inter-
vistata. Il telefono & un mezzo molto comodo per ottenere le intervie-
ste. (i sembra utile ricordare che in questi casi le persone intef—
vistate tendono a fornire una serie di informazioni ridondanti e
fuorvianti. E' buona norma presentarsi con uno schema di intervista
gia predisposto e chiedere di rispondere solo alle domande che vengono
poste dall'intervistatore., Non alleghiamo un modulo-tipo di scheda
individuale, ma abbiamo esposto tutti i criteri necessari per costruir-
lo. ‘

.Adesso & possib11e acc1ngersi alla sintesi dei dati. E’ opportuno
riportare su una tabella riassuntiva 1' elenco delle persone intervi-
state e le 1nformazion1 ricavate sul tipo di sintomi, sui loro tempi
di insorgenza e di durata.é sui cibi consumati. Questo permettéra;
forse, di trarre un suggerimento sui possibili agenti causali, in
relazione ai tempi df incubazione caratteristici {v. tavela sinottica
alla fine). Soprattutto rendera agevole rispondere ai punti 4, 5, 6 e
7 della scheda di sintesi da noi fornita, '

Particolare attenzione va rivolta al punto 7. Un' attenta r1costru-'
zione dei dati, ottenuti attraverso lo schema predisposto al punto 7,
consente di identificare 1'alimento responsabile de]l'epidemia. Si
procede nel modo seguente. |

La percentuale di malati sul totale delle persone che hanno man-
giato un particolare cibo (esposti) ci dard i1 tasso di attacco_speci-
fico per quel cibo. La percentuale di malati sul totale di coloro che
non hanno maﬁgiato quel cibo c¢i dara i1 tassoc dei non esposti; I
rapporto tra'il'tasso.degli esposti e quello dei non esposti esprimera
i1 rischio relativo (RR) associato a quel dato cibo. In altre parole:
quante volte di pill si & rischiata 1a malattia avendo mangiato quel
cibo, anziché non avendolo mangidto.

Talvolta pilt di un alimento pud essere associato ad un alto
rischio relativo. In tal caso 2 bene indagare sui processi di prepara-
zione: spesso si troverd che i due alimenti hanno un ingrediente in
comune. Altre volte la cosa si spiega con 1'abitudine a consumare
alcuni cibi accoppiati tra loro {ad esempio: arrosto e patate} uno
'solo dei quali & i1 vero responsabile. '
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L*alimento {0 qli alimenti} con i1 pid alto rischio relativo @
ouello che ha la pib alta probabilitd di essere stato 1a causa dell'epi-

——

emia.

Per dimostrarne rigorosamente il ruolo etiologico occorre, eviden-
temente, 13 conferma del Laboratorio, almeno dal punto di vista forense.
11 solo risultato epidemiologico, tuttavia, & abbastanza probante per
orientare scientificamente 1'attivita di sorveglianza e di prevenzione.

Pertanto 1'evidenza epidemiologica, tanto pilt se confortata da un
accertamento di laboratorio mirato, indicherd 1in quale direzione
cercare le cause del fatto., L'obiettivo 2 quello di dindividuare 1le
azioni ed 1 procedimenti scorretti o inadesuati che hanno reso possibi-
le 11 fenomeno, per poter fornire agli interessati tutte le informazio-
ni necessarie a correcgere le condizioni di fischio.

La raccomandazione finale che rivolgiamo a tutti oli interessati
¢ quella di segnalare, comunque, gli episodi di T.A. di'cui si viene a
conoscenza. Non importa se le notizie sono incompliete; se le indagini
non vengono. eseguite fino in fpndo 0 non portano ad un risultato
certo. In questa fase' jniziale abbiamo bisogno di dati: anche la
semplice descrizione del fatto ed i1 numero di persone coinvolte
saranno apprezzati. I dati, che noi restituiremo tramite i1 Bollettino
Epidemiologico Nazionale, terranno conto della maggiore o minore
completezza delle indagini e dell'attendibilitd dei risultati,

Ci sembra utile completare questa cuida con una "Tavola sinottica
delle piu frequenti Tossinfezioni Alimentari® e con uno schema riassun-
tivo dei "Fattori causali in una T.A.". '

[- 8
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Tavola sinottica delle pit fréquenti Tossinfezioni Alimencari

. poche ore.

asma, miosi.

alcune specie di
Boletus e Lnocybe.

PERIODO DI SINTOMI E SEGNI AGENTE CAMPIONI DA ALIMENTI COINVOLTI E
INCUBAZICNE PREDOMINANTI RACCOGLIERE FATTORI CONTRIBUENTI
Da qualche | Vomito, dolori ad- | Metalll pesanti. |Vomito. Cibi acidi conservati in
minuto a dominali, diarvea, utensili conteneti metal
poche ore. | shock. 1i pesanti.
Da quaiche | Capogiro, difficol | Tossine ittiche. Molluschi e pesci, o lo~
‘minuto a ta-di linguagglo, - i ro parti, conteneti tos-
poche ore. jparestesie,parali- sine.

si, midriasi.
Da qualche | Vomito, salivazio- | A. muscaria, Vomito. Variecd di funghi poco
minuto a qe,lpoteﬁsione, A. panterica, conosciuci.

1-6 ore. Vomito, dfarrea Enterotossine: Vomito,fecl, |Carni, salse e creme con
occasionale. di Staphylococ tampone naso [taminate dall'uomo dopo
cus speciea, faring.ocut. |la cottura e tenute per
di manipola- (molte ore o gg. prima del
tori. consume & T° fra 4-60° C.
di B. cereus?®, Vomito,feci. [Riso contaminato dal sug
lo prima dells cottura e
tenuto in condizioni [a-
vorevoli di tempo e T®.
6-12 ore. Dolori addominalf, |A. pbhalloides, |Urine, san~ |Varietd di Eunghi poco
diarrea,crampi mu |A. rubescens, gue,vomito. conasciuvel.
scolari,sonnclen- |A. verna.
za, midriasi, ic-
tero emolit.,coma.
6-18 ore. Dolori addominali, |Enterotossine: Feci. Carnl e salse contamina-
diarres acquosa. di Gl. perfri- te dal suolo o dall'uoma,
gens, prima della cottura e te-
nute in cond. favorevoldl.
di B. cereus¥. Fecli. Cereali e vegetali conta-
winati dal suole prima
della cottura (c.s.).
N.B. Nelle forme finora descritte la durata dei sintomi & inferiore alle 24 ore.

* ceppi diversi.
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SINTOMO E SEGNI AGENTE CAMPIORI DA | ALIMENTI COINVOLYI &

INCUBAZIONE PREDOMIRANTI ZACCOGLIERE | FATTORI CONTRIBUENTI

,Da qualchs |Sintomi gastrointe}| Neurccissine Sangus,feci, | Cib{ conservaci, contami
ors ad yna [stinalipossonc pre| di Cl. botu- nati dal suolc a non ste
satcimana cedera la paralisi| linum. rilizzaci.

dei an. cranici. ]

6-48 ore. Dolori addominali,| E.coll enteropa | Fecio tampo | Cibi vari contaminati in
diarrea,vomito,ce | togenmo, ne reccale. | origine o dalle acque di
fales, febbre. Salmonella sp., tavaggio o dall'uvome,pri

V.parahaemoly- ma o dopo la cottura,cet
ticus, ti in modo insdeguato o
¢ loro entero- tenuti in condizioni fa-
tossine. revoli di tempo ¢ TO.

1-3 gs. Coma sopra,ma con Skigella sp. Feci o tampo | Come sopra, ma con datar
caratteristica ne rattale. | minante ruclo dell'uvome,
diarres ouco-smor unico sarbatoioc,

. | raglca.

1-3 gg. Dolorl addominali, | Enterotossina Faci. Mollusebi crudi da alle-
diarrea profusa di V.choleras. . vagenti contaminati e cf
“ad acquadi riso”, bi tavetl con acque com-
vomico,sete,shock. tam. non trattats, in xzo-

ne endemiche.

1-3 gg. Angina,febbre,vo- | Streptococcus ~ | Tampone fa- | Latce contaminato, non

' aite. N pPYOgEnEs. ringeos, vo- | patorizzato.Cibi coted
: mito. contaminari dall'uvomo in
fetto e« ranuti {n condi-
zioni favormvoli. _

1-7 gg. Dolori addowinalfi,| Y.amterocolit., | Feci,saague, | Acqus, latte = cibl di o
diarrsa, cefales, | Campylobacter rvigine animale, contas.
febbra. fetus, jejuni. prima o dopo la cottura,

cotti in modo inadeguate
o tenutl in cond. fav.
1-7 gg- Coae sopra ¢ vo- Virus: Feci. Come sopra.

mito.

~ senterovirus,
- rotavirus,
- Norwalk,

N.B. Da questa tavola sono escluse: la Brucellosi, la F. tifoide, 1'Epatite virale A, ad
aleuns parrasitosl (Glardiasi, Amebiasi, Teniasi) perchd il lungo periodo di incuba
z{ona {in genere alcune sercimane) le rende poco adatte ad essere affrontate con il
metodo qui presentaro.
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FATTORI CAUSALI IN UNA TOSSINFEZIONE AL IMENTARE

Agente etiologico.

‘Fonte e serbatoio dell*organismo,

Mo&b di trasmissione dell'organismo dalla fonte al cibo,

IT ¢cibo contaminato deve essere favdrevole-alia crescita dell'or-

‘ganismo.;

I1 cibo che & stato contaminato deve essere lasciato per suffi-
ciente tempo a temperatura adatta alla moltiplicazione dell'or-

~ ganismo sino a dose patogena di organismi o loro tossine.

La quantitd di cibo fngerita deve contenere una quantitd di
organismi o tossine sufficientf a sorpassare la soglia di suscetti-
bilitd della perscna che ha mangiato quel cibo.
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SCRVEL INZA DELLE TCSSINFEZION] ALIMEMTAR
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A COPILAZIONE D! GUESTA
| NFORMAZIONT  COMTENUTE

SCHEDA € VOLDNTARIA, M £ MECESSSRIA PER COWREMERE L RUXLO DEGLI ALIMENTI MELLE EPIDEMIE. Lef
SONO RISERWTE € SOTTOPOSTE A YINCOLD [l RISEPVATEZZA PROFESS FOMALE,
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- Com crarel ADDOMINALL IZLICH
ATRQ SPECIF ICARE 11!
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CIBG SERVITY N. DI FERSCHE C4E HANMD MANGLATD K. D1 PERSONE CHE NON HANMD MFANGIATD
ELENCARE FING A 10 ALIPENT] SERVITI IL CIBO SPECIFICATC it CIBD SPECIF [CATO a
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£, VEICOLO RESPONSAATLE (ALJMENTD IDEWTEFICATD DALL'INCAGINE EF1DEMIOLOGICA)
9. MmO IN CUl I CEBO 1DENT IFICATO 1C. FosSTO Il PREPARAZICNE 11, Post D1 cosume
€ STATD MESSD IN C [ DEL CIAD [DENTIFICATE CEL CIB0 ILENTIFICATO
C180° IMDUSTRIALE Fresco 1| RISTORANTE I_l RISTCRANTE I_
CLED ARTIGIAMALE | | FREPASAT® | _| Rcsnr._cem 1l FESTICCERTA I-
FEs 121 MENSA 17t
A TEMP, MBIEMTE | | ¢ Il Esa FRIVATA 17l &9 FRIVATA (3
N CALDO & mm'u - TRC SPECIF ICARE 1} TRG $PEC [FICARE £
REFR IGERATO 1_ ! CT'EZ U
Ocmsu I} &TRo svecnuﬂi
I_l Data Ot emEPARAZIONE I_I_1 I_I_9 1_1_1 Dara ot cosume § 1 1 (1% 4 1)
5E 51 TRATTA DI PRCDOTTO COMMERCIALE
INDICARE LA CITTA £ IL (OTTC
BARRARE TUTTE LE vOC! UTILL

Wod. 5TA 3371




DATI DI LABORATORIO (INCLUDERE RISULTATI NEGATIVI)

12. g.?[cn: Ol ¢!BO ESAMIHATI, LI TPIORT DA PATIEFT] GFECH, SMMGLE, LT, ETC.,
CIFICARE CON UMA X SE 5[ TRATTA Cf IO PO K, PAZIENT] } PIsigtafl
COINVOLTD NELL'ERIDEMIA O DI fEs. Fect 12 L. FEPER [GENS)
ATO SUCCESS VAMENTE M MO
CONSUMATO DAGL] ESPOSTI DELL'EPIDEMIA,
ArLTATY
Tiro e, | AMAL, QL tTaTIvE  QUANTITATIVI
D oEs.amne | X Q. s 2 /@)
i 16, Cavpiem! ca ALTMENTARISTI (FECI. ESIONI CUT., ETC,)
- Tire AISULTATI
3
]
15, CAMPIONT AMBIENTALT IE, FATTOPL O MAMMD CONTR [BIITC ALL ‘EP[DEMIA
PO RISLLTATL 1. SCORRETTD MANTENIMENTG (ELLA TEMPERATURA I
{Es, TRITACARME (. PerFRriGErS) 2. (OTTURA [MADEGLATA [}
3. AMIRAZIONE [ELL " ATTREZZATURA It
&, (B0 CTYEMUTC [A FORTI IMCERTE "1
S, CATTIvA [GIENE CELL AL TMENTARISTA l"
€. (ONTA[MAZIQME DI Clal COTTI CON CIB[ CRDE [~
7, PIU Bl N GIORNG TRA PREPARAZIONE € CONSLMG ™)
g, ALTPO SPECIFICARE (]
: ACCERTATD SosPETTO
17, ETIOLOGIA:
FicaoBicA Il 12l
(HIMICA I_l I_t
ALTRC (sn:cmcnns} -
SCAMOSCIUTA 3] ()
1.1 [

EARRARE TUTTE LE VKT VTILE

18, OTE: DESCRIVERE SREVEMENTE EVENTUALT ASPETT) RILEVANTT CELL’IMCAGINE MON RILEVAT] NELLA PRESENTE SCHEDA: IGGIUNGERE ALTRI
FOGLI, S WECESSARIO. QUAMKDO £ POSSIAILE, [MDICARE L LUCED O IL AUMTD CELLA CATEMA ([ PREPARAZIQME [N CUI 1L £(BO € STATC
CONTAMINATO, SPECIFICANDD SE PRESUNTO C CERTQ,

SO [EL COMPILATORE
{DIR (220 TELERWG
LABORATORT0/SERV (210
[ATA DELL INDAGINE

(300 0 I T O O B

SI FREGA CI [MVIARE LA SCHEDA. ANMCHE SE INCOMPLETA. NEL, PIL BREVE TEMAR CALLA COMCSCENZA DEL FATTO A;
SOPVEGL [AHIA DELLE TCSSTMPEZION AL IMEMTARI
LagoRaTORIO T EPIDEMIDLOGIA E B1OSTATISTICA

[STITUTG SUFERICRE DI SANITA
V.LE REGIna ELEM, 299 - (OIE] Fom

EVENTUALT COMUNICAZIONI URGEMT! POSSONQ ESSERE FATTE AL MUMERD £ TELEFGNg DE/WSULELT

L*ISTITuTo SUPERIORE DI SANITA, S [NVITO CELLE STRUTTURE [EL S.5.M. € CISPOMIBILE AD OFFRIRE ASSISTEMZA MELLE INDAGINE,
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