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DIPARTIMENTO DI SALUTE ANIMALE
SEZIONE DI MICROBIOLOGIA ED IMMUNOLOGIA VETERINARIA

BATTERI ENTEROPATOGENI IN CARNE
MACINATA DESTINATA ALL’ALIMENTAZIONE
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Ossiprandi M.C. Cattabiani F. Bottarelli E.
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SUMMARY - «Enteropathogenic bacteria in ground meat for use as dog food».

One hundred and five samples of commercial fresh or frozen meat suited
for feeding dogs were submitted to bacteriological examination in order to
assess the presence of selected enteropathogenic bacteria (Campylobacter
Jjejuni, Yersinia enterocolitica, and Salmonella enterica).

Three samples (2.9%) were positive for Campylobacter jejuni, 37 (35.2%)
for Yersinia enterocolitica and 23 (21.9%) for Salmonella enterica. For the
latter agent, the serovars derby (n=4), anatum (n=3), enteritidis (n=3), and
tennessee (n=3) were the most representative. '

No differences were observed in the frequency of isolation of the three bac-

*  Lavoro pariialmente finanziato con il Fondo locale di Ateneo per la Ricer-
ca Scientifica (F.I.L.), anno 2000.
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munologia Veterinaria - Dipartimento di Salute Animale - Universita degli
Studi di Parma - Via del Taglio, 18 - 43100 Parma - E-mail: mariacristina.ossi-
prandi @unipr.it.
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teria concerning the method of conservation (refrigerated/frozen) of the
food. -

As far as the composition of the meat samples is concerned, the frequency
of isolation of salmonellae from horse meat was the highest (6 samples po-
sitive of 12 examined). For Yersinia enterocolitica, the highest percentage
of positive samples (53%) was observed in samples containg mixed meats.
The presence of Salmonella enterica and other potentially enteropathogenic
bacteria in pet meat could represent a risk factor for both dogs and humans,
if basic sanitary measures are ignored.

RIASSUNTO - Centocinque campioni di carne fresca o congelata destinata al-
I’alimentazione del cane sono stati sottoposti ad esame colturale al fine di
determinare la presenza di Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica e
Salmonella enterica.

Tre campioni (2.9%) sono risultati positivi per Campylobacter jejuni, 37
(35.2%) per Yersinia enterocolitica e 23 (21.9%) per Salmonella enterica.
Per quest’ultimo microrganismo, i serovar pill rappresentati erano costituiti
da: derby (n=4), anatum (n=3), enteritidis (n=3), tennessee (n=3). Non so-
no state osservate differenze nell’isolamento dei 3 patogeni in rapporto al
tipo di conservazione. La massima frequenza di isolamento di salmonelle &
stata ottenuta negli alimenti preparati con carne di cavallo (6 campioni po-
sitivi su 12 esaminati). Per quanto riguarda Yersinia enterocolitica, la pin
elevata percentuale di positivita & stata riscontrata nei campioni contenenti
carni di specie animali diverse.

I risultati ottenuti dimostrano che la contaminazione da yersinie e salmo-
nelle degli alimenti carnei freschi o congelati per cani & piuttosto frequente;
cid pud rappresentare un fattore di rischio sia per il cane che per 1’'uomo,
nel caso non vengano adottate le necessarie misure igieniche.

Introduzione

Nell’ambito degli enteropatogeni a pitt ampia diffusione, Salmo-
nella spp., Y. enterocolitica e Campylobacter jejuni risultano essere i
batteri maggiormente responsabili di sindromi enteriche nell’uomo
(1). Le fonti di contagio pitt comuni sono rappresentate da alimenti e
acque contaminate, ma un ruolo importante viene svolto anche dal
contatto con ammalati o portatori sani.

Fra gli animali da compagnia il cane, con il quale si va sempre
pitt accentuando la promiscuita sia in ambiente domestico che negli
spazi urbani e che ¢ recettivo ai patogeni succitati, puo risultare un
veicolo di non trascurabile importanza.

La diffusione di Y. enterocolitica a livello della specie canina &
stata ampiamente segnalata, con percentuali di isolamento da animali
sani prossime al 30% (23, 26, 28, 33, 44, 46, 47, 64) e con il reperto
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frequente del biosierotipo 4/0:3. La patogenicita del batterio per il
cane & documentata da numerose ricerche (1, 22, 23) e si ritiene che
I’eliminazione fecale si protragga per parecchie settimane dall’avve-
nuta infezione (1, 24). Il coinvolgimento di questo animale nella tra-
smissione all’uomo, comprovata dalla comparsa di sintomatologia
gastroenterica, & stata segnalata da vari autori (29, 48, 61).

Per quanto concerne C. jejuni, sono ugualmente numerose le
ricerche che ne hanno dimostrato la presenza nel cane (18, 30, 44,
52), piu frequente nei cuccioli con sintomi diarroici (7, 10, 12, 25,
41) e nei soggetti mantenuti in canili (25, 45, 50), con percentuali
di positivita estremamente elevate e prossime al 50%. La presenza
di enterite, specie nel cucciolo, e la concomitante comparsa di epi-
sodi a carattere gastroenterico in ambito familiare consentono di
ipotizzarne la patogenicita per il cane (16, 43) e la responsabilita di
questo animale nella trasmissione di C. jejuni all’'uomo (8, 10, 30,
31, 34, 39, 49, 63).

Nel caso di Salmonella enterica, ancora pit numerose risulta-
no le correlazioni e le associazioni epidemiologiche osservate tra
enterite del cane e concomitanti, analoghi episodi morbosi nell’uo-
mo e soprattutto, anche in questo caso, nei bambini. In effetti, & or-
mai ampiamente riconosciuto che il cane rappresenta una impor-
tante fonte di contagio per le salmonellosi di origine extra-alimen-
tare (40, 51).

Nell’alimentazione del cane si fa ricorso spesso a carne macina-
ta per animali, proveniente da scarti, rifilature di tagli o carcasse do-
po frollatura, ripulitura di ossa, parti non commerciabili ecc., carne
che viene somministrata generalmente cruda o poco cotta. Questo
prodotto ¢ commercializzato da supermercati, grossi spacci di carni
e, data la richiesta, ora anche da piccole macellerie; esso contiene, a
seconda della disponibilita e della tipologia della rivendita, carne bo-
vina, suina, equina e di volatili.

E noto che I’operazione di macinazione comporta aumento di
contaminazione, maggiore distribuzione microbica ed incremento
della carica batterica, peggiorando sotto I’aspetto microbico un pro-
dotto gia di per sé stesso scadente.

E altresi noto che & ampiamente segnalata la presenza di entero-
patogeni, fra i quali salmonelle, yersinie e campilobatteri, a livello di
contenuto intestinale e, nel caso di Yersinia, di tessuto linfoide negli
animali da macello la cui carne puo venire contaminata anche duran-
te le fasi di macellazione e le successive manipolazioni.

In considerazione di quanto suaccennato ci si € proposti di con-
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trollare in che misura 1’uso di carne macinata per animali contribui-
sca a diffondere tali enteropatogeni nel cane rendendolo possibile
fonte di contagio per I’'uomo.

Materiali e metodi

Sono state controllate n. 105 confezioni di carne macinata, delle
quali 69 congelate e 36 fresche, reperite in 12 diverse rivendite al
dettaglio della provincia di Parma nel periodo febbraio-dicembre
2001. In base alla etichettatura o al tipo di rivendita, 10 contenevano
esclusivamente carne di bovino, 12 di equino, 4 di pollo, 24 bovino e
pollo e le restanti risultavano a composizione mista.

Da ogni campione sono stati prelevati 25 g che, addizionati di
225 ml di acqua peptonata tamponata (BPW), sono stati trattati me-
diante stomacher per 5 m.

Per la ricerca di Campylobacter jejuni, 0.5 ml della sospensione
sono stati inoculati in provette contenenti 5 ml di TSB (Oxoid) addi-
zionato con sangue defibrinato di montone (5%), Campylobacter
Growth Supplement (Oxoid) (0,4%) e Campylobacter Selective Sup-
plement (Oxoid); I’incubazione ¢ stata effettuata in giara a 42°C per
24 h in condizioni di microaerofilia (5% O,, 10% CO,, 85% N,). Si
¢ proceduto quindi all’isolamento su piastre di Campy-BAP costitui-
to da Brucella Agar (Oxoid), sangue defibrinato di montone (7%),
Campylobacter Growth Supplement (0,4%) e Campylobacter Selecti-
ve Supplement (0,4%); dopo incubazione come sopra descritto per
48-72 h, in presenza di colonie riconducibili a campilobatteri si & ac-
certata la morfologia cellulare e la mobilita mediante osservazione a
contrasto di fase. L’identificazione degli stipiti ha comportato 1’ese-
cuzione di: colorazione di Gram, ossidasi, catalasi, riduzione dei ni-
trati, produzione di HyS in TSI, crescita con 1'1% di glicina e con il
3,5% di NaCl, sviluppo alle temperature di 25, 37 e 42 °C, idrolisi
dell’ippurato, sensibilita all’ac. Nalidixico (30 mcg) e alla cefalotina
(30 mcg). I terreni e le metodiche utilizzate sono state quelle riferite
da Lovett et al. (37).

Per quanto concerne Yersinia enterocolitica, 10 stesso quantita-
tivo di sospensione pari a 0,5 ml ¢ stato introdotto in 5 ml di PSBB
ed incubato a 4°C. Agli intervalli di 7, 14 e 21 giorni si & provveduto
al prelievo dal terreno di arricchimento e alla semina su piastre di ter-
reno selettivo allestite con CIN-Agar secondo Schiemann (Oxoid) in
modo da ottenere la crescita di colonie isolate (60). Dopo incubazio-
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ne di 24-48 h alla temperatura di 25°C, le colonie sospette sono state
controllate per morfologia cellulare, mobilita, colorazione di Gram,
ossidasi e catalasi.

I ceppi che avevano superato lo “screening”, consistente nella
valutazione del comportamento su TSI, ricerca dell’attivita ureasica,
decarbossilasica sull’ornitina e lisina e della idrolisi dell’esculina,
sono stati infine identificati mediante Api 20E; i terreni, le metodiche
e le temperature di incubazione sono stati quelli riportati da Aulisio e
Stanfield (4).

Per la ricerca di Salmonella spp., dalla beuta di pre-arricchimen-
to, previa incubazione a 37°C per 16-20 h, un volume di 0.1 ml ¢ sta-
to inoculato in 10 ml di brodo Rappaport-Vassiliadis (56) per una ul-
teriore incubazione in bagno termostatico a 42°C per 24-48 h. Dopo
semina per isolamento su piastre di MacConkey ed incubazione a
37°C per 24 h, si ¢ proceduto a passaggio degli stipiti su TSA e al
controllo della morfologia cellulare, colorazione di Gram, ossidasi,
catalasi, semina su TSI, produzione di ureasi, decarbossilasi della li-
sina, agglutinazione con siero polivalente anti-Salmonella ed identifi-
cazione mediante API 20E. I ceppi sono stati successivamente inviati
all’Istituto Zooprofilattico della Lombardia e dell’Emilia (Sezione di
Brescia) per la tipizzazione sierologica.

Risultati

Dei 105 campioni esaminati, 3 (2.9%) sono risultati positivi per
Campylobacter jejuni, 37 (35.2%) per Yersinia enterocolitica e 23
(21.9%) per Salmonella enterica. Per quest’ultima specie, i serovar
piu frequentemente isolati erano rappresentati da derby (n=4), ana-
tum (n=3), enteritidis (n=3), tennessee (n=3) (Tabella 1). Inoltre, in 9
campioni & stata riscontrata presenza contemporanea di Yersinia e
Salmonella, mentre in un campione erano presenti contemporanea-
mente yersinie e campilobatteri ed in un altro tutti i 3 suddetti mi-
crorganismi.

I dati della Tabella 2, aggregati in rapporto al tipo di conserva-
zione dei campioni (refrigerazione o congelamento), dimostrano 1’as-
senza di differenze nelle frequenze di isolamenti dei 3 enteropatogeni
in rapporto al parametro considerato.

Nella Tabella 3 i dati sono raggruppati in base alla composizio-
ne carnea dei campioni. In particolare, si puo osservare che Salmo-
nella enterica € stata isolata con frequenza molto elevata (50%) dai
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Risultati degli esami colturali eseguiti su aliménti carnei per cani.
Dati aggregati in base al tipo di conservazione dei campioni.

Conservazione N. campioni  Salmonella enterica ~ Campylobacter jejuni  Yersinia enterocolitica
n % n % n %
Congelamento 70 15 214 3 43 24 343
‘ (12.9;33.2)* (1.1, 12.8) (23.6,46.7)
Refrigerazione 35 8 229 - - 13 371
(11.0; 40.6) (22.0;55.1)
Totali 105 23 219 3 29 Ky 352
(14.7,31.3) (6.7; 8.7) (26.3;452)

*: intervallo di confidenza 95%
Tutti i raffronti fra righe sono risultati statisticamente non significativi (P<0.01)

TABELLA 3.

Risultati degli esami colturali eseguiti su alimenti carnei per cani.
Dati aggregati in base alla composizione carnea dei campioni.

Composizione N.campioni  Salmonella enterica ~ Campylobacter jejuni  Yersinia enterocolitica
n % n % n %
Bovino-pollo 24 WS 125 1 417 & 167
(3.3;33.5)* (02;23.1) (5.5,382)
Bovino 10 1 10.0 - - 2 20.0
(0.5;45.9) (3.5;55.8)
Pollo 4 -
Cavallo 12 6a 50.0 2c 16.7
(223, 71.7) (2.9;49.1)
Carni miste 55 13 23.6 2 3.6 29be 527
(13.7,37.3) (0.6; 13.6) (38.9; 66.1)
Totali 105 23 219 3 29 37 352
(14.7,31.3) 0.7;8.7) (26.3;45.2)

*: intervallo di confidenza 95%
§: le lettere uguali indicano significativita statistica (P<0.05) fra i rispettivi valori
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12 campioni preparati con carne di cavallo. Tale frequenza & da con-
siderare significativamente piu elevata (P<0.05) rispetto a quella
(12.5%) rilevata nei campioni contenenti bovino-pollo. C. jejuni & ri-
sultato presente sia in campioni composti da bovino-pollo che da car-
ni miste; da quest’ultimo tipo di alimenti & stata ottenuta anche la pit
alta frequenza di isolamenti di Yersinia enterocolitica (52.7% di cam-
pioni positivi), dato che & significativamente superiore (P<0.05) ri-
spetto a quanto rilevato in campioni composti da carne di cavallo o di
bovino-pollo.

Considerazioni

L’insieme dei dati ottenuti consente di trarre alcune importanti
considerazioni in ordine alla sanita microbiologica delle carni fresche
o congelate per cani o piccoli animali, nonché ai rischi connessi al lo-
ro utilizzo.

Il dato piu evidente ¢ rappresentato dall’elevata frequenza di
campioni contaminati da serovar diversi di Salmonella enterica. Tut-
tavia, il fatto che ben 23 campioni sui 105 esaminati (21.9%; inter-
vallo di confidenza 95%: 14.7; 31.3) siano risultati positivi non sor-
prende, tenuto conto che anche altri autori, in indagini eseguite su
prodotti carnei simili, hanno osservato livelli di contaminazione pres-
soché analoghi (5, 62) od anche pili elevati. E il caso di Chengappa et
al. (19) i quali, esaminando campioni di carne cruda commerciale de-
stinata all’alimentazione di levrieri da corsa, hanno riscontrato una
positivita per Salmonella spp. del 45%, che saliva addirittura al 66%
quando i campioni venivano saggiati con una metodica pit sensibile
(sonde DNA) rispetto a quella tradizionale. D’altra parte, in Italia an-
che Corsalini e Sanguinetti (21) hanno segnalato che circa 1/3 dei
campioni di carni per cani, fresche o congelate di diversa origine, era
positivo per il suddetto agente. Percentuali di positivitd nettamente
inferiori (5.7%) sono state riportate in esami eseguiti su organi di
animali da macello, nell’ambito di una pil vasta indagine comparati-
va su alimenti per cani a diversa presentazione (organi freschi di ani-
mali da macello, alimenti secchi ed in scatola) (9). Sono da ricordare
anche le recenti indagini di Clark (20) che hanno avuto come oggetto
un prodotto diverso (ritagli di orecchie di suino) da quello da noi
considerato, ma sempre destinato all’alimentazione del cane. In tali
indagini la frequenza di isolamento di salmonelle ha raggiunto il
38%, mentre Sinell (53) ha ottenuto una frequenza di positivita pari
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al 56% in campioni di organi e frattaglie diverse. In quest’ultima in-
dagine, & stato osservato che il congelamento diminuisce la frequen-
za di isolamento di Salmonella enterica, ma questo dato non viene
confermato nella nostra indagine, essendo risultata pressoché identi-
ca la percentuale di isolamenti da carni fresche o congelate (22.9
contro 21.4).

Per quanto attiene alla contaminazione da parte di Yersinia ente-
rocolitica e di Campylobacter jejuni, rarissimi sono gli studi disponi-
bili in letteratura, e pertanto i raffronti sono possibili soltanto con
carne macinata destinata al consumo umano. A questo riguardo le se-
gnalazioni sono abbastanza numerose e, per Y. enterocolitica, focaliz-
zate principalmente alla carne suina, essendo questo animale ritenuto
il serbatoio naturale del patogeno. Ne ¢ stata accertata la presenza sia
in salsicce fresche del commercio (17) che, in percentuale anche ele-
vata, a livello di vari tagli di carni (42, 54, 57). E opinione diffusa
che, dal momento che il batterio & ospite abituale dell’oro-faringe del
suino (14, 35, 58, 59), la carne suina venga contaminata durante la
macellazione, la manipolazione e la vendita (32, 54, 3). Nel nostro
Paese, particolare attenzione & stata dedicata anche alla carne di ca-
vallo, dal cui contenuto cecale Y. enterocolitica & stato isolata in per-
centuale significativa (28%) (15); Magri et al. (38), controllando 66
campioni di carne macinata, hanno riscontrato la presenza del sieroti-
po O:3 nel 3% dei campioni e Bucci e Maini (11) ne riferiscono I'i-
solamento dal 16,7% dei campioni dello stesso tipo di prodotto. Ka-
rib e Seeger (35), in particolare, hanno condotto un’indagine articola-
ta e finalizzata alla ricerca di Y. enterocolitica e C. jejuni nella carne
di diverse specie animali, accertando che la presenza di Yersinia en-
terocolitica & associata soprattutto alla specie suina ed, in minor mi-
sura, al vitello.

Resta il fatto che i campioni da noi esaminati si sono rivelati
contaminati da Yersinia enterocolitica con frequenza molto elevata
(35.2%, intervallo di confidenza 95%: 26.2; 45.2). A questo proposi-
to assume una certa rilevanza, non certo ai fini della comparazione
con i nostri dati ma senz’altro per le implicazioni a livello di salute
pubblica, il recente studio di Fredrikksson-Ahoma et al. (27) in cui
alcuni ceppi di Yersinia enterocolitica isolati dalle feci di cani e gatti
alimentati con carni di suino sono risultati geneticamente sovrappo-
nibili a ceppi isolati al macello da suini nello stesso periodo. Cio rap-
presenterebbe, secondo gli autori, una prova indiretta ma certa della
trasmissione di yersinie dal suino al cane attraverso I’alimento.
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Infine, riguardo all’esistenza di eventuali differenze nei livelli di
contaminazione in rapporto alla composizione (specie animale di ori-
gine) dei campioni considerati, & necessario sottolineare come i dati
da noi ottenuti non siano perfettamente comparabili fra loro, soprat-
tutto per quanto attiene alla categoria comprendente le cosiddette
“carni miste” preparate con carni o frattaglie di animali di specie non
dichiarata ed in proporzione ignota. Tuttavia, sempre ai fini della
comparazione, un dato affidabile sembra rappresentato dalla frequen-
za di isolamento di salmonelle da carni di cavallo, che & risultata si-
gnificativamente piu elevata (P<0.05) rispetto a tutti gli altri tipi di
carne considerati. Il dato riguardante 1’elevata positivita relativa per
Yersinia delle carni miste rispetto alle altre categorie ¢ di interpreta-
zione meno agevole ma potrebbe lasciar intendere, almeno in via ipo-
tetica, che nella loro composizione avessero un ruolo rilevante mate-
riali (carni, frattaglie ecc.) di origine suina.

Conclusioni

I problema dell’igienicita delle carni destinate all’alimentazione
degli animali puo apparire, ad un esame superficiale, di poco conto
sotto il profilo della sanita pubblica. Il ruolo delle carni per animali da
compagnia nell’innescare episodi di infezione nell’uomo & difficile da
determinare e potrebbe essere sottostimato. In effetti, il modo di tra-
smissione non ¢ quasi mai diretto ma deve generalmente coinvolgere
altri meccanismi. Cio allunga i tempi di riconoscimento del focolaio e
quindi incrementa le probabilita che, nel frattempo, non resti traccia
della fonte primaria di infezione. Si presume quindi che, proprio per
le motivazioni ora addotte, i focolai rimangano confinati a livello fa-
miliare e, di conseguenza, molti di questi episodi possano non venire
alla luce (6). In ogni caso, ¢ indubbio che almeno due circostanze
contribuiscono ad amplificare il rischio legato ai suddetti alimenti.

La prima circostanza ¢ rappresentata dal fatto che, molto spesso,
la carne destinata all’alimentazione di cani e gatti viene conservata
insieme a quella per uso familiare, manipolata nello stesso locale e
con gli stessi utensili. Cid evidentemente facilita il rischio di cross-
contaminazione di alimenti destinati al consumo umano. Un ulteriore
fattore di rischio ¢ legato al fatto che, come ¢ noto, i tre enteropato-
geni considerati, ed in particolare yersinie e salmonelle, possono so-
pravvivere ed anche moltiplicarsi nell’ambiente, e soprattutto nei re-
sidui di cibo lasciati nelle ciotole degli animali (40), ed ivi raggiun-
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gere livelli critici. I1 suddetto fattore di rischio puo essere amplificato
dal fatto che i bambini, notoriamente piu sensibili alle infezioni da
batteri enteropatogeni, sono anche i soggetti che generalmente vivo-
no a pil stretto contatto con il cane e che, per di pii, hanno un basso
livello di igiene personale (306).

La seconda circostanza si riferisce alla eventualita che 1’alimen-
tazione sistematica con alimenti contaminati sia in grado di indurre
nel cane malattia conclamata (55) o infezione subclinica (36, 13) o,
quanto meno, colonizzazione intestinale. Anche in questo caso, si
configura una situazione di rischio per le persone, ancora una volta
accresciuta dallo stretto rapporto di compagnia esistente tra uomo e
piccoli animali domestici (54).

Per concludere, non si pud che raccomandare di mantenere ele-
vati livelli di igiene nella manipolazione delle carni fresche o conge-
late destinate all’alimentazione degli animali da compagnia, al fine di
evitare ogni contaminazione dell’ambiente, degli attrezzi e, soprattut-
to, di alimenti per ’'uvomo. Infine, i prodotti in questione dovrebbero
sempre essere somministrati agli animali previo adeguato trattamento
termico.
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