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A partire dagli anni 80’ ad oggi, sono stati condotti molti studi epidemiologici sulla diffusione e la manifestazione di infezioni provocate da un microrganismo patogeno chiamato Campylobacter. Tale batterio è stato definito come responsabile di gastroenteriti a livello umano, legate all’ingestione di carni, in particolare di pollame, da esso contagiate. Le contaminazioni di tipo incrociato si sono sviluppate durante i vari processi di lavorazione degli alimenti, infatti C. jejuni, in essi è stato frequentemente ritrovato. Il problema maggiore è dato dal fatto, che la dose minima infettante nell’uomo è  pari a 400-500 UFC (Unità Formanti Colonia), un valore estremamente ridotto che in caso di consumo di carne di pollo mal cotto potrebbe causare la sepsi. Il genere Campylobacter appartiene alla famiglia delle Campylobacteracee e la specie patogena più rilevante è C. jejuni. Esso è un commensale, Gram negativo che vive comunemente nella flora microbica intestinale del pollo, possiede un’ottima motilità data da uno o due flagelli polari, è un batterio microaerofilo, termofilo, e asporigeno. Negli alimenti può essere completamente danneggiato con pH maggiore a 2, con soluzioni saline aventi concentrazioni maggiori del 2% di NaCl ed elevate temperature. Per rilevare la quantità e la specie e/o ceppo di tale patogeno in laboratorio sono state utilizzare tecniche microbiologiche tradizionali e biomolecolari. Le analisi sono state attuate nel periodo compreso tra marzo e luglio 2008 su 53 campioni alimentari di pollo; carni, petti e pelli. I campioni una volta prelevati sono stati arricchiti con Bolton broth all’interno di appositi sacchetti. A questo punto l’analisi tradizionale (MT) è stata così sviluppata; i campioni sono stati diluiti ed una piccola aliquota di brodo è stato strisciato su terreno selettivo (CCDA) a tempo zero (T0). Successivamente tali sacchetti sono stati incubati per un giorno. Dopo le 24 ore (T24) 1 ml di brodo è stato strisciato su terreno selettivo CCDA. Al termine di detto periodo colonie presunte di Campylobacter sono state strisciate per isolamento su Agar sangue (BHI). E’ su questo terreno, nel quale accrescono solo colonie pure di C. jejuni, che dopo un giorno, è stato attuato l’esame sia macroscopico che microscopico con colorazione di Gram. Nel caso di positività sarebbe stata attuata la Real-Time PCR (RTi-PCR), preceduta da estrazione con “Biglie”, che avrebbe dovuto rilevare e quantificare i ceppi presenti. Nel caso dello sviluppo della metodica molecolare diretta (MD) una volta attuato il primo arricchimento a T0 e il secondo a T24 è stato prelevato il DNA con kit “EPICENTRE”. Successivamente creata la miscela di reazione per la RTi-PCR sono stati inseriti i campioni nel termociclatore con l’avvio della corsa mediante il programma Opticon Monitor 3. Dal confronto dei dati ottenuti con MT tra il terreno selettivo a T0 e a T24 è emerso che Campylobacter a T0 è stato rilevato con un valore maggiore di 50 UFC su 18 campioni, a T24 invece  il valore non ha mai raggiunto le 50 UFC. Sui 18 campioni la positività è stata del 27% sulla carne, e dell’83% sulla pelle. Con il MD il microrganismo è stato quantificato con positività su 11 campioni a T0, e a T24 su 16. Su quest’ultimo con una frequenza del 56% sul muscolo e il 44% sulla pelle. Sono state individuate poi ulteriori differenze anche in base al metodo; infatti con il MT a T24, i campioni sono stati 18 con 5 presenze di Campylobacter su carne, invece con il MD sui 16, 7 sono stati sul muscolo. Lo studio ha messo in evidenza due importanti elementi: da un lato la pelle che è risultato un fattore di rischio nella contaminazione delle parti anatomiche muscolari avicole nelle vaschette confezionate, e dall’altro la sensibilità della RTi-PCR. Nel primo infatti è stato osservato, che la pelle presenta pur se in quantità ridotte, una presenza maggiore del batterio rispetto al muscolo in entrambe i metodi. Con le analisi è stata osservata un’elevata incidenza del Campylobacter in particolare a tempo zero. Questo risultato ha portato alla considerazione, che il microrganismo ha subito probabilmente stress di vario genere dopo le 24 ore. La positività totale sulla media d’entrambe le metodiche, è stata sui 53 campioni  del 32%, questo fa pensare che il rischio di infezione sia piuttosto difficile. Nel secondo l’analisi dei dati ha esaltato le differenze tra le due tecniche. Si è potuto constatare, che nella MT la difficoltà maggiore è stata inizialmente l’identificazione delle colonie sia macroscopicamente, che microscopicamente. Il MT pur se semplice nello svolgimento pratico, ha richiesto maggior esperienza di riconoscimento da parte dell’operatore. Con la MD sono stati rilevati campioni positivi, ma con la quantificazione ottenuta con software, i valori numerici sono stati tali da poter affermare, che le carni avicole acquistate, non presentano pericolo per la salute del consumatore. Nel MD era stato previsto l’utilizzo PCR per la quantificazione e la rilevazione dei ceppi, che però avendo ottenuto dati di quantificazione negativi sia aT0, che a T24 non è stata attuata. In conclusione la MD risulta semplice nell’applicazione ma difficoltosa nella rilevazione, spesso i valori forniti sono sovrastimati. E’ molto lunga nell’applicazione, infatti i dati totali sono stati ottenuti dopo sei giorni e con l’analisi di 6/7campioni la volta. La MD invece conferisce risultati di quantificazione specifici, dopo poche ore si possono analizzare tutti  i campioni e tutti i valori complessivi.
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