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INTRODUZIONE

Negli ultimi anni il settore delle carni avicole Hatto registrare urftrend” in
continua crescita e questa tendenza e attribui@aoshe peculiarita di queste carni
tra cui il minor costo rispetto a quelle di altygesie zootecniche (bovino, suino), le
favorevoli caratteristiche nutrizionali ed orgartotde ed il loro facile impiego
come materia prima per la preparazione di prodd#borati. A fronte di questo
incremento produttivo si € assistito ad un notegwituippo dell'industria delle carni
avicole e alla nascita di grossi impianti di mazalbne con annessi centri di
sezionamento e/o lavorazione.

Sulla base dei dati, relativi al 2011, dell’'uniamezionale dell’avicoltura esistono n.
4.970 allevamenti avicoli (di cui: n.2.225 allevgpalli; n.750 tacchini e n.700 altre
specie avicole) che riforniscono n.128 macelli58.4entri di sezionamento e n.78
laboratori adibiti alle successive fasi di lavooam. La produzione nazionale di carni
avicole nellanno 2010 e risultata pari a 1.221.760nellate (+2,0% rispetto al
2009); per quanto riguarda il commercio con l'est@Paesi UE ed extra UE), le
quantita esportate sono risultate in netto auménd®,6% rispetto al 2009) e le
previsioni per il 2011  sembrano confermare  tale aamehto
(www.unionenazionaleavicoltura).it

Il settore avicolo e, infatti, I'unico settore zeohico nazionale, insieme a quello
cunicolo, in grado di garantire I'autosufficien@aduttiva al nostro Paese.
Importanti agenti responsabili di tossinfezionimantari qualiCampylobacteispp.,
Salmonella spp., Clostridium perfringens Staphylococcus aureus Listeria
monocytogenesono spesso veicolati attraverso le carni avicole.

Dall'ultimo Scientific Report(2011) sulle zoonosi e sulle epidemie di origine
alimentare nell’lUnione Europea pubblicato dall’Ati® Europea per la sicurezza
alimentare (EFSA) e dal Centro Europeo per la prevme e il controllo delle
malattie (ECDC), emerge che l'infezione @ampylobacterappresenta la zoonosi
piu trasmessa all'uomo in Europa e che la fontengpale di infezioni da
Campylobacterisulta essere la carne fresca di pollame.



Per quanto riguard8almonellanonostante I'alimento maggiormente coinvolto nelle
infezioni alimentari da questo microrganismo sidaiova, € stata ritrovata molto
spesso in carne fresca di pollo.

Le accresciute richieste dei consumatori in meaila sanita degli alimenti e la
preoccupazione del verificarsi di malattie alimentéhanno determinato
un’intensificazione degli sforzi per ridurre la ¢caminazione delle carni crude, come
evidenziato anche dalle disposizioni sulle carniudgulati domestici e pollame,
implementate nell’lUnione Europea con il RegolameB@y3/2005 e successive
modifiche. In parallelo si € comungue intensificlitoteresse per lo sviluppo e le
applicazioni commerciali delle procedure di decanteazione delle carni.

Numerosi sono i sistemi per la decontaminazionéadrlte e delle carcasse (acidi
organici, perossido di idrogeno, fosfato trisodioapno ecc.) approvati dalla Food
Safety and Inspection Service (FSIS) (2002) e @mgono comunemente impiegati
nei Paesi extraeuropei. In Italia cosi come nabrdei Paesi appartenenti al’'Unione
Europea, non é consentito l'utilizzo di sostanzeedie dall’acqua potabile per la
decontaminazione delle carcasse. Negli ultimi aanin particolare in Italia,
I'attenzione verso lo sviluppo di procedure altéireaper la decontaminazione delle
carni € aumentato notevolmente e tra le sostamevative che hanno riscosso
maggior interesse é da considerare I'ozong).(O

Utilizzato da tempo per usi non alimentari, {'®stato riconosciuto contgenerally
recognized as safe(GRAS) nel 2001 dall&ood and Drug Administratio(FDA) e
approvato come additivo, sia in fase gassosa cheosa, per il trattamento e la
conservazione di alimenti. L'efficacia disinfettandell’ozono e stata, inoltre,
dimostrata nei confronti di diversi microrganisnoingpreso i patogeni associati agli
alimenti (Restainet al, 1995).

Considerato, quindi, il frequente consumo di cawicole, I'ingente contaminazione
che si verifica nel corso della macellazione eAotazione e I'importante ruolo
epidemiologico delle carni avicole nellambito deltossinfezioni alimentari, gli
obiettivi del presente lavoro sono stati:

) valutare l'efficacia del trattamento di decontarnzioae con 0zono gassoso
nei confronti di microrganismi isolati da carni emie e relativi stabilimenti di

macellazione e lavorazione;



i) valutare l'efficacia del trattamento di decontarnzioae con 0zono gassoso

nei confronti dei suddetti microrganismi a temptancentrazioni applicabili nelle

realta produttive;

iii) valutare la capacita degli stessi ceppi a prodhioélm e costituire cosi delle

vere e proprie nicchie di sopravvivenza presscsi@bilimenti di macellazione e/o

lavorazione;

iv) testare gli effetti dellozono gassoso sulla pradoe e/o inattivazione del

biofilm prodotto dai ceppi isolati.

Dati in letteratura sui rischi microbiologici legaai materiali utilizzati nel

“packaging” degli alimenti e in particolare per le carni dillpme sono scarsi e/o

frammentari (Harrisoet al, 2001, Littleet al, 2005).

Si é ritenuto, pertanto, interessante:

v) valutare il rischio microbiologico in relazione @almonella spplegato ai
materiali comunemente impiegati ngatkaging” delle carni di pollame al fine
di fornire allindustria delle carni avicole indiwani scientifiche volte ad
ottimizzare la scelta dei materiali a contatto towarni fresche e/o preparazioni

a base di carne di pollame



CAPITOLO 1
OZONO

1.1 STORIA DELL'OZONO

La scoperta dell'ozono si deve, al chimico Christia Schoénbein (1799-1868) nel
1840, professore all’'Universita di Basilea, il quaitui che I'odore aspro e pungente
che l'aria acquistava al passaggio di un tempaeddegato alla presenza nell’aria di
un gas che si formava in seguito al rilascio drisba elettriche nell’aria durante i
temporali. All'epoca, Schonbein riteneva che questdecola fosse monoatomica e
solo nel 1866 il chimico francese Jacques Sorelimestro la vera forma triatomica.
L’ozono (dal grecoozein odore) e pertanto una molecola costituita daoBnadi
ossigeno (). Tale gas e un forte ossidante ed € un potergataglisinfettante.
Numerosi sono, infatti, i campi di applicazionel@&lbno quali ad esempio l'igiene
delle superfici, igiene degli impianti che trattasmomenti, il trattamento delle acque
reflue ecc. La storia dell'ozono e delle sue apglioni € stata ampiamente rivisitata.
Negli Stati Uniti nel 1888, Fewson inventd un gextere di ozono per deodorare gas
mefitici. In Germania, nel 1902, Siemens e Halskstreirono il primo impianto
produttore di ozono a grandezza naturale perttiaireento delle acque. Piu tardi, nel
1904, De la Coux riferi del’ampio uso dell'ozonegh impianti di produzione di
gelatina, caseina e albumina. Durante lo stesso arMizza fu, per la prima volta,
utilizzato I'ozono su scala commerciale per la piizzazione delle acque. Molti
Paesi europei seguirono questo esempio e adottdiorumizzazione come pratica
standard per il trattamento e la disinfezione delle acqueegli U.S.A.
I'ozonizzazione dell’acqua potabile fu provata [@eprima volta nel 1940 a Whiting
in Indiana, e dal 1987 oltre 200 impianti adottsale pratica. Tra il 1953 e il 1956 si
riconobbe ['efficacia delluso di aria sotto press contenente ozono per la
sterilizzazione di contenitori per alimenti vuotisetecnica fu adottata in Svizzera su
bottiglie di vetro. L'ozonizzazione € inoltre un toéo relativamente recente per |l
trattamento degli alimenti. Per lungo tempo, ess&tado usato con sicurezza ed

efficacia nel trattamento delle acque da bere. Neé@.A. & stato riconosciuto come
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valido metodogenerally recognized as saf{lGRAS) per il trattamento dell'acqua
imbottigliata oltre che per gli impianti di imbaitiamento. Fu solo nel Giugno del
1997 quando un gruppo indipendente di esperti Istabé I'ozono poteva essere
impiegato come disinfettante per alimenti, chepsarso la strada per il suo utilizzo
nell'industria alimentare. Nel 2001 la FDA (Fooddarug Administration)
modificando le norme riguardanti gli additivi hasoepossibile I'uso dell’ozono,
quale agente antimicrobico sia in fase acquosa gdmsosa, nel trattamento,
conservazione e trasformazione degli alimenti, a@sg carni bovine e avicole
(Yang and Chen, 1979; Sheldon and Brown, 1986; ¢had Sheldon, 1989).

1.2 OZONO

L’'ozono é presente in natura come un gas blu dhkife acre pungente e la sua
concentrazione nell’atmosfera & di circa 0,04 pfnpgm ~ 2 mg/r). Tale gas si
forma naturalmente nella stratosfera ed in padi@hell’ozonosfera, concentrandosi
a circa 25 km al di sopra del livello del mare. daantita di ozono € mantenuta
costante mediante un equilibrio dinamico fra lazieae di formazione e quella di
fotolisi. Potenti scariche elettriche e radiazioiv (hv) aventi lunghezza d’onda)(
inferiore ai 242 nm dissociano I'ossigeno moleadjan ossigeno atomico mediante
la reazione di Chapman £&hv —O+0). L'ossigeno atomico si combina
rapidamente con un’altra molecola di ossigeno fowhoala molecola triatomica
dellozono (Q). L'effetto netto della reazione e la conversiahietre molecole di
ossigeno in due molecole di;OLe molecole di @ assorbono a loro volta la
radiazione solare di lunghezza d’onda compresa4tae 320 nm, subendo fotolisi e
rilasciando ossigeno molecolare, @d ossigeno atomico. La grande reattivita
dell'ossigeno atomico fa si che esso reagisca tiom molecole di @ secondo la
seguente reazione: O + 6> Os. La reazione di dissociazione a sua volta & causat
dalle medesime radiazioni elettromagnetiche secdéadeguente reazione; @ hy

— 02 + O. Di conseguenza, le reazioni di formazierfetolisi dell’O; hanno come
effetto quello di schermare la terra da piu del 3B8ie radiazioni UV dannose per la
vita sul nostro pianeta. Tuttavia, in vicinanza l@lesuperficie terrestre, nella
troposfera, i raggi UV con energia necessaria andoe I'G; sono totalmente

schermati, pertanto la reazione di formazione gin@n avviene. | minimi livelli di
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Os rilevabili a livello troposferico derivano dallcambio tra ozonosfera e troposfera
e dalla minima quantita prodotta dalle reazionioébimiche che coinvolgono
direttamente l'ossigeno atmosferico. In particolaiteprocesso di formazione e
dissociazione dell'ozono troposferico avviene ppatmente mediante il ciclo
fotolitico dell'azoto, secondo cui NO- O, — NO + ;. Tale reazione & amplificata

dagli inquinanti immessi in atmosfera dall’'uomo.

1.3 PROPRIETA CHIMICO-FISICHE

L’'ozono (TABELLA 1) e un gas solubile in soluziorsequosa (~ 13 volte piu
dell’O2 a 0-30°C) con una solubilita inversamenteporzionale alla temperatura ed
al pH. Ad esempio, a pH 7,0, aumentando la tempexata 15 °C a 30 °C, si osserva
una riduzione dell’emivita dell'ozono da 30 a 12noti; a 21°C, a pH 6,0, I'emivita
e di circa 20 minuti, riducendosi a 5 minuti a pkD.8Allo stato gassoso, la
decomposizione € meno influenzata dalla temperard0°C, I'ozono possiede
un’emivita di circa 20 minuti (Kimet al., 1999). L'ozono € una molecola
caratterizzata da un alto potenziale ossidativeefpoale redox di +2.07 V) inferiore
solo ad alcune sostanze, ma nettamente supergurella del cloro (TABELLA 2). Il
forte potere ossidante dell’'ozono consente al gassidare ed inattivare numerosi
composti organici (fenoli, benzene, trialometarestidi) ed inorganici (cianuri,
solfiti, nitriti). L’'ozono, inoltre, & in grado dissidare il ferro, il manganese ed altri
minerali, che soprattutto se complessati, possesere molto difficili da rimuovere.
A livello cellulare, anche i principali effetti tei del’ozono sono riconducibili al
suo potere ossidativo e quindi alla capacita didass e perossidare le biomolecole,
sia direttamente che indirettamente (Khaeiral.,2001).

L’ozono, infatti, decomponendosi rapidamente irefasquosa puo dare origine ad
una serie di specie reattive dell’ossigeno, quatibne radicale superossido (62

il radicale idrossilico (HQ ed il perossido di idrogeno (H202), che causano
alterazioni della struttura e funzione delle maavt@oole biologiche (Laisilet al.,
1989; Sartet al.,2002).



TABELLA 1: CARATTERISTICHE CHIMICO-FISICHE DELL'OZONO

punto di ebollizione -111.9£0,3°C
Punto di fusione -192,520,4°C
Temperatura critica -12.1°C
Pressione critica 54, 6atm

TABELLA 2: OZONOVERSUSALTRE MOLECOLE

Agente Ossidante Potenziale ossidative (mV)
Fluoro 3.06
Ozono 2.07
Permanganato 1.67
Diossido di cloro 1.50
Acido ipocloroso .49
Cloro gas 1.36

1.40Z0ONIZZATORI

La formazione d'ozono pud avvenire anche industréadte attraverso gli
ozonizzatori particolari strumenti che lo generano da una ctergassosa ricca di
0Ssigeno, cui viene apportata energia in formarelat elettrochimica o fotochimica.
Al fine di sintetizzare ozono, una molecola biatoandi ossigeno deve prima essere
scissa. La circolazione dei risultanti radicalbdsigeno € quindi libera di reagire con
un‘altra molecola biatomica di ossigeno per formanmolecola triatomica di ozono.
Tuttavia, al fine di spezzare il legame O-O € nsaBa una grande energia.
Radiazioni ultraviolette (188nm lunghezza d'ond&ffetto corona, metodo
fotochimico, elettrolitico e radiochimico possonesere utilizzati per avviare la

formazione di radicali liberi dell’ossigeno e it taodo generare ozono.
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L’apparecchio per “I'effetto corona” (FIGURA 1) csta di due elettrodi , uno ad
alta tensione e l'altro a bassa tensione (elettiodmassa). Questi sono separati da un
mezzo dielettrico di ceramica. Quando gli elettrioanno sufficiente energia cinetica
(circa il 6-7 EV) per dissociare la molecola diigeso, una certa frazione di queste
collisioni si verificano e una molecola di ozonopessere formata da ogni atomo di
ossigeno. Se l'aria viene fatta passare attravergeneratore come un gas di
alimentazione, puo essere prodotto 1-3% di ozoumtbawia, utilizzando ossigeno

puro si puo ottenere un rendimento di ozono fine%l(Riceet al.,1981).

FIGURA 1: DIAGRAMMA DEL METODO CORONA

Heat
A
1
1
1
1
T
1

— Electrode (high tension)

i— Dielectric

0, —

— Electrode (low tension)

L’Ozono sotto forma di gas non pud essere conservat quanto degrada
spontaneamente tornando ad atomi di ossigeno (Kcumiz, 1988;
Wickramanayaka, 1991; Coke, 1993). Con il metododimimico, I'ozono si forma
quando l'ossigeno e esposto a raggi UV con lunghebanda pari a 140-190 nm.
Lunghezze d’onda maggiori, intorno ai 250 nm, seiw efficaci per distruggere
I'ozono piuttosto che produrlo. L’'energia delle ismdoni ultraviolette scinde alcune
molecole di Q in due atomi di O che collidono con altre moleadil€, producendo
ozono. In questo sistema I'aria € soffiata in umdro posto attorno ad una lampada
ad ultravioletti poiché le sorgenti di luce UV neono monocromatiche, vengono
generate onde di varia lunghezza cosicché I'ozaaoevsimultaneamente prodotto e
distrutto. La concentrazione dellozono dipenddadabtenza delle lampade usate,

dal diametro del cilindro che circonda la lampadialja temperatura, dall’'umidita,
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dall'ossigeno contenuto nell’aria e dalla quantiiaaria che viene fatta passare
attraverso il generatore.

Nel metodo elettrolitico 'ozono & generato daltolisi dell’acido solforico. Molti
vantaggi sono associati a questo metodo, tra agoldi bassi voltaggi di corrente,
nessun bisogno di gas, apparecchiature di dimensdwite, possibilita di produrre
ozono ad alte concentrazioni e produzione nell’ac@gli svantaggi sono legati alla
corrosione ed alla erosione degli elettrodi ediabdno di appositi elettroliti o di
acqua a bassa conducibilita. Nel metodo radio-atiniiozono si forma tramite
l'irradiazione ad alta energia di ossigeno con aaidini radioattive. A causa della
complessita del processo questo metodo non € s&#to nel trattamento delle

acque.

1.5 OZONO VERSUMICRORGANISMI

L’azione ossidante esplicata dallozono ha fatt@t® sin dalla sua scoperta fosse
utilizzato come agente battericida, fungicida ettimante dei virus. Esso é stato
utilizzato inizialmente come agente disinfettanédlanproduzione di acqua potabile,
in Francia dal 1906 ed in Germania dal 1972. L#tackell'ozono fu basata sul fatto
che esso € piu efficace di altri disinfettanti weran piu ampio spettro di
microrganismi. Come precedentemente esposto, lmzénuna molecola assai
instabile composta da tre atomi di ossigeno. #deatomo non e legato stabilmente e
puo staccarsi facilmente dalla molecola e reagire altre molecole. Questo genera
un sistema ossidante altamente reattivo. Parte@ainoltre, la reattivita rispetto al
doppio legame C=C delle sostanze organiche insdozenolisi”).

| diversi batteri mostrano, comunque, una sentdbifariabile allozono. | Gram-
negativi, infatti, sono meno sensibili dei Gramdipes e i batteri sporigeni si
dimostrano piu resistenti dei non sporigeni (Ketral., 1999). Poiché il meccanismo
con cui agisce l'ozono € la perossidazione lipiditaa causa della differente
sensibilita sarebbe imputabile alla differente cosipone lipidica della parete
batterica (Hoff, 1986, Khadre et al., 2001; Khadwed Yousef, 2001). Nei
microrganismi l'azione dell'ozono si manifesta aactramite I'attivazione della
produzione di disinfettanti endogeni, quali acqusigenata, perossidi e ossigeno

singoletto, attivazione della fagocitosi, attivamo delle citochine. Il tempo di
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contatto e il dosaggio per la disinfezione con azeano molto bassi ed efficaci se
comparati con altri disinfettanti. Gli effetti geierdi sono influenzati dal tempo di
contatto, dalla temperatura, dal pH, e dalla presedi materiale organico e
inorganico nella soluzione. Una durata maggioretel®po di contatto, un pH e una
temperatura piu bassa migliorano l'effetto batiddc L’efficacia dell’attivita
antimicrobica dell’'acqua ozonizzata, su sospenglobatteri e materiali contaminati
e strettamente dipendente dalla concentrazioné¢terdao di esposizione. Gli effetti
battericidi dell'ozono sono stati studiati e docatag su una vasta gamma di
microrganismi, (Fetner and Ingols, 1956; Foeged®g5; Ishizakiet al, 1986;
Restainaet al.,1995).

Restaino et al., (1995) hanno esaminato I'effettiin@crobico dellacqua ozonizzata
verso i microrganismi responsabili di tossinfezialimentari e hanno dimostrato che
I'ozono risulta efficace contro i batteri Gram-pesiquali Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Enterodaacalis, e batteri Gram-
negativi qualiPseudomonas aeruginosa,yersinia enterocoliticaGli stessi autori,
inoltre, hanno dimostrato I'efficacia dell'ozonol mistruggere lieviti qualCandida
albicans e Zygosaccharomycedacilli e spore dAspergillus niger La distruzione
dei batteri da parte dell'ozono e dovuta all'attadelle glicoproteine di membrana
batterica e/o glicolipidi. Khadre e Yousef (200bpfrontando gli effetti dell'ozono e
del perossido di idrogeno sulle sporeBdicillus spp in diverse matrici alimentari,
hanno dimostrato che I'ozono e piu efficace debgmdo di idrogeno. Guzel-Seydem
e Beverand Greene (2004), invece, hanno valutftwécia dell'ozono nel ridurre le
popolazioni batteriche in diversi substrati: tam@aterile, crema di latte, panna da
montare, soluzioni all'1% di farina di semi di aave, amido solubile e caseinato di
sodio in acqua distillata deionizzata sterile. Qussbstrati sono stati inoculati con
spore diBacillus stearothermophilus orvegetacellule vegetative dtscherichia
coli (E.coli) e Staphylococcus aureus (S.aurees)in seguito sottoposti all’azione
dell’ozono. Le popolazioni di spore a 10 min sotatesridotte di 4,93 0g cicli in
buffer, 4,56 in amido, 0,95 in farina di semi drrcde e 0,24 in caseinato. Non vi é
stata una significativa riduzione della popolazidratteriche in crema di latte.
Statisticamente significativa, invece, & statadazione nella popolazione &. coli

a 10 minuti in tampone sterile, amido, farina dngdi carrube, caseinato e panna da

montare. Per I&.aureusriduzioni statisticamente significative sono statevate a
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10 minuti in buffer, amido, farina di semi di cdraj caseinato e panna montata. E'
interessante sottolineare che la farina di semcatrube ha fornito un livello
intermedio di protezione, mentre il caseinato @dmna da montare hanno dato i
massimi livelli di protezione alle popolazioni l&aithe. Sono stati inoltre comparati
i valori di riduzione ed eliminazione di batteritpgeni quali IE.coli enterotossigeno
0O157:H7dopo irradiazione con raggi gamma e trattamentooczmno. Le cellule in
fase logaritmica di crescita sono risultate piusg@h ai raggi gamma rispetto alle
stesse cellule in fase stazionaria.B.’ coli O157:H7é risultato piu resistente alle
radiazioni a —18°C che a 20°C. | valori , per goesticrorganismo, esposto
allazione dellozono, in agar soia sono superiariquelli ottenuti nelle stesse
condizioni sperimentali in una soluzione tamponeaae di fosfato. In definitiva é
stato dimostrato che sono necessari una dose idziai gamma di 1.5 kGy o un
trattamento da 3 a 18 ppm di ozono, per una dalia2® - 50 minuti, per garantire
I'eliminazione dell’ E.Coli O157:H7 ( Byun et al., 1998). L’attivitd battericida
dell’ozono gassoso € stata inoltre esaminata amehprodotti ittici in particolare su
cinque specie di battefPéeudomonas putrida, Shewanella putrefaciens, Britbcix
thermosphacta, Enterobacter #p.l.actobacillus plantarum)presenti nei pesci.
Diverse specie ittiche sono state inoculate edstspad ozonizzazione di diversa
durata in camere contenenti gas. Concentrazioaivamente basse (<0.27 mg/L) di
ozono hanno dimostrato una potente attivita battexi verso cellule in fase
vegetativa di tutte le cinque specie battericheyisaig. L'efficacia dell’ozono é stata
dimostrata anche nei confronti dstaphilococcus aureusneticillino-resistente
(MRSA); un microrganismo che, negli ultimi anni, ddventato un importante
problema di salute pubblica e che, spesso, risakstente ai comuni disinfettanti
(Yamayoshi and Tatsumi, 1993).

L’inattivazione dei virus €& stata finora meno saidi di quella dei batteri; &
comunque noto che anch'essa avviene rapidamenseguito ad ozonizzazione,
anche se richiede una somministrazione di gas eeobrazioni superiori rispetto a
quella necessaria per di distruggere i batteri (ltnal., 1999). Diversi studi volti a
valutare la sensibilitd dei virus all'ozono hannmaktrato che i virus provvisti di
membrana sono nettamente piu sensibili di quelik c¢te sono sprowvisti. |l
meccanismo d'azione dell'ozono sui virus non e ramente quello di una

distruzione, come nel caso dei batteri, ma di attivazione; I'azione dell'ozono,
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infatti, consisterebbe in un’ossidazione con counsatg inattivazione dei recettori
virali specifici utilizzati da virus stesso per adere le cellulearget. Verrebbe cosi
bloccato il meccanismo di riproduzione virale aelig della sua prima fase:
I'invasione cellulare.

Per quanto riguarda [attivita anti-protozoaria I'debno, € stato ampiamente
dimostrato che le oocisti dCryptosporidium parvumsono sensibili all'azione
dell'ozono (Peeterst al., 1989 A tal proposito lo studio effettuato da Kboret al,
(1990) ha dimostrato che basta una concentraziozaho in soluzione acquosa
pari a 1Img/L per inattivare il 90% della popolazadi criptosporidi in meno di un
minuto. Effetti positivi dell’'ozono si sono ossetivanche sulle cisti dNaegleria
gruberi e di Giardia murigWickramanayake, 1991).

L’azione dell'ozono é efficace anche contro i micEt stato dimostrato, infatti, che
lo sviluppo di muffe in condizioni di umidita eletea risulta essere impedito dalla
presenza di ozono. Ewell (1946) ha dimostrato dmeentrazioni di ozono tra 0,6 e
1,5 ppm inibiscono la crescita di muffe su uovasesmate con un’umidita relativa
del 90% e ad una temperatura di 0,6°C, mentre corazg@oni di ozono tra 2,5 e 3
ppm contrastano lo sviluppo di muffe sulla carnentinzo immagazzinata alle
medesime condizioni di temperatura (0,6°C) e uraidbtativa (90%).

L'ozono & anche in grado di inattivare i lievitiateoq e Akhlaque, (1983)
sottoponendo, infatti, una popolazione @kandida parapsilosisa trattamento con
0,23-0,26 mg/L di ozono, e stato dimostrato cheoléura diminuiva di 2.0ogin 1,67
minuti. In acqua ozonizzata, infine, € stato dimatst che popolazioni di 4,6og di
Candida albicans e Zigosaccaromyces baitnivano distrutte istantaneamente. E'
importante sottolineare che le diverse specie aliitli quali Hansenula anomala,
saccaromyces rosei, Pichia farinosa, Candidzarapsilosis, Kluyveromyces
marxianus e Debaromyces hansepiiesentano una sensibilita variabile all'azione
dell'ozono in fase gassosa (Naitoh, 1992). | liesiiddetti sono stati sottoposti a
trattamento con ozono gassoso a 4-5 ppm per 1&@@60°C e con un umidita
relativa tra 25-90%. Dopo 5 h di trattament: parapsilosise K. marxianussono
stati ridotti di 1Log mentre gli altri lieviti non sono diminuiti in modapprezzabile.
L’azione dellozono & aumentata con il crescerdadéémperatura, dell’'umidita

relativa, e del tempo di trattamento. L’'ozono hepltre, aumentato la lag-fase e ha
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rallentato la fase esponenziale di crescita Hli anomala e K. marxianus,
rispettivamente da 1,5 a 4 ore da 1,4 a 6,7 ore.

Rayneret al.,(1971), hanno, infine, individuato 'ozonizzaziotell'acqua di cottura
come una tecnica possibile per ridurre la presednaflatossine nei semi di cotone e
nelle arachidi. Questi ed altri studi hanno, pddardimostrato che l'azione
antimicrobica dell’ozono, sia in fase acquosa cassgsa, potrebbe essere sfruttata
nella lavorazione e nella conservazione degli atim@uprianoff, 1953; Broadwater
et al., 1973). E' stato, infatti, dimostrato chdrdttamento con acqua ozonizzata
prolunga la conservabilita dei prodotti ittici di gorni (Violle et al, 1929).
Successivi esperimenti hanno dimostrato, inolthe, wé I'aspetto, né il sapore degli
alimenti viene alterato dall’ozonizzazione (Kuownéin 1953; Kimet al., 1999). E'
doveroso sottolineare che gia nel 1910, le industiimentari tedesche utilizzavano
'ozono per la conservazione della carne e delleapaimostrando che l'uso di
ozono in fase gassosa nella conservazione reftagypadeva prevenire la crescita dei
funghi e delle muffe.

Nella TABELLA 3 sono riportati i tempi indicativi @ I'eliminazione di alcuni

agenti patogeni.
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TABELLA 3: INATTIVAZIONE DI BATTERI, VIRUS, FUNGHI, MUFFE ED NSETTI IN
SEGUITO AD OZONIZZAZIONE

ORGANISMO CONCENTRAZIONE | TEMPO DI ESPOSIZIONE
BATTERI
(E. Coli, Legionella, Mycobacterium, Fecal 23 ppm - 2.2 ppm < 20 minuti
Streptococcus)
VIRUS
(Poliovirus type-1, Human Rotavirus, 0.2 ppm - 4.1 ppm < 20 minuti

Enteric virus)

MUFFE
(Aspergillus Niger, vari ceppi di Penicillum, 2ppm 60 minuti
Cladosporium)

FUNGHI
(Candida Parapsilosis, 0,02 ppm - 0,26 ppm < 1,67 minuti
Candida Tropicalis)

INSETTI
(Acarus Siro, Tyrophagus Casei, Tyrophagus 1,5-2 ppm 30 minuti?
Putrescientiae)

(Edelsteinet al., 1982; Joretet al., 1982; Farooq and Akhlaque,1983; Harakeh and BU#8&5;

Kawamuranet al. 1986)

1.6 MECCANISMI DI AZIONE DELL' OZONO VERSUS
MICRORGANISMI

Il principale meccanismo di azione dell’ozono, @ i particolare delle specie
reattive dell'ossigeno, € la perossidazione ligidicche genera composti
biologicamente attivi che a livello cellulare camgsadanni ai fosfolipidi di
membrana. La tossicita dell'ozono dipende, inolda@|a sua capacita di ossidare gl
amminoacidi alterando irreversibilmente la strudtarla funzione delle proteine. Gli
amminoacidi piu sensibili all’azione dei radicaldri sono prolina, istidina, quelli
contenenti gruppi tiolici (cisteina e metionina)geuppi aromatici (fenilalanina,
tirosina, triptofano) (Menzedt al.,1991).
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Infine, una delle conseguenze piu gravi legatatiVita dei radicali liberi derivanti
dall'ozono € quella che si esplica a livello del AN radicali liberi producono una
serie di lesioni al DNA, causando rotture, distonsidella doppia elica e legami
crociati fra le basi azotate (Reyal.,1981).

L’ozono distrugge i microrganismi ossidando progremmente i componenti vitali
della cellula. La superficie della cellula batterié stata indicata come I'obiettivo
primario dell’ ozonizzazione.

Sono stati identificati due principali meccanismiazione dell'ozono nella
distruzione dei microrganismi (Victorin, 1992).

1. I'ozono ossida i gruppi sulfidrilici e gli aminodcidegli enzimi e le proteine
in peptidi piu brevi;

2. l'ozono ossida gli acidi grassi polinsaturi in m=idi acidi (Victorin, 1992);
determina la rottura dei lipidi insaturi dell’ elwpe con successiva fuoriuscita del
contenuto cellulare.

Il doppio strato dei lipidi insaturi €& particolarnte vulnerabile all’'attacco
dell’'ozono. Nei batteri Gram-negativi, le lipoprite e i lipopolisaccaridi sono i
primi siti di distruzione con conseguente aumengtladpermeabilita cellulare e,
infine, la lisi cellulare (Kimet al.,1999).

Mentre il cloro distrugge selettivamente alcunitesis enzimatici intracellulari;
'ozono causa l'ossidazione diffusa delle protete#iulari determinando la morte
delle cellule piu rapidamente (Muad al 1969; Hinzeet al., 1987; Takamotet al.,
1992). La morte cellulare pud anche derivare déilruzione o dal danneggiamento
degli acidi nucleici . La timina € piu sensibild'aono rispetto alla citosina e
all'uracile. L’'ozono distrugge anche I'RNA viraleadtera le catene polipeptidiche

delle proteine virali (Kiret al.,1999).

1.7 SICUREZZA E TOSSICITA

La caratterista predominante dell’ozono e che imdcdoni atmosferichstandardé

in fase gassosa, favorendo numerose applicazioocanmpo igienico-alimentare. A
differenza dei disinfettanti classici, (es. il @ddrche rilasciano residui inquinanti,
'ozono si decompone ad ossigeno; cio potrebbe resmgntare un vantaggio per

'ambiente e per la salute evitando gli effettilatdrali. Grandi citta quali Mosca,
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Parigi, Bologna e Firenze possiedono impianti cbenifcono acqua potabile
prelevata da fiumi e trattata con ozono. Vistaua breve emivita, '0zono non puo
essere prodotto e conservato, ma € necessariceciga generatm situal momento
dell’'utilizzo attraverso gli ozonizzatori.

L’ozono e un agente ossidante altamente reattimouc@ forte tossicita per animali,
piante e atri organismi viventi. Molti ossidanttdohimici, dovuti all’inquinamento e
presenti nell’aria provengono dall'ozono. La togaiaell’ozono dipende dai suoi
livelli nellambiente e dalle condizioni d’azioneme la durata dell’esposizione.

| principali danni sono a carico delle vie resprag per alterazione della
permeabilita degli epiteli, con conseguente ridneiaella funzionalitd polmonare
(fino ad edema); puo inoltre determinare un pe@ganto in soggetti con bronchite
od asma. L'ozono € anche causa di altri disturbliduruciore agli occhi, mal di testa
e debolezza.

La tossicita dell’'ozono, petrtanto, richiede cheé a@lldetti al suo utilizzo siano
continuamente monitorati e protetti. In linea gaherin soluzione acquosa € usato
per la sanificazione dellacqua per uso alimentgrer piscine, docce, sistemi
d’irrigazione ed impianti di depurazione idrica; mre in fase gassosa é utilizzato
per la distruzione di tossine disperse nell’aria deodorizzazione delle fogne.

1.8 POSSIBILI APPLICAZIONI NEL SETTORE
ALIMENTARE

Attualmente, le applicazioni dell’ozono sono nunseroE stato dimostrato che
'ozono puo allungare i tempi di conservazione wrgti alimenti in primo luogo
attraverso la riduzione della carica microbica sfigale. La tecnologia
maggiormente utilizzata prevede I'uso di ozonoamfa gassosa. In pratica tale tipo
di conservazione prevede la sterilizzazione dédl’armmessa nei locali di
immagazzinamento con una quantita di ozono suffieieall’eliminazione dei
microrganismi. Billion (1975) ha condotto una dgli@a indagine sulla durata di
immagazzinamento, in atmosfera contenente ozonoartie di manzo, di vitello,
agnello, maiale, pollo, e coniglio. L'atmosfera nizata accresce la durata

dell'immagazzinamento di tutti gli alimenti studiadi sette giorni rispetto alla
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normale atmosfera. Generalmente lo sviluppo dellecraflora superficiale:
Pseudomonas spsporigeni,Salmonelle e stafilococchi e risultata ritardata con la
refrigerazione e in presenza di ozono (HorvatH.efil885). L'ozono e stato utilizzato
per la disinfezione di pollame con acqua freddéclata e la disinfezione delle
carcasse di pollo (Sheldon and Brown, 1986).

Forsythe e Miller (1993) hanno esaminato l'usozdinm per il riciclo delle acque di
pollame e hanno dimostrato l'efficacia dell'ozorey [a disinfezione dell'acqua di
riciclaggio del pollame. Sheldon and Brown (198gplacarono I'ozono direttamente
sulle carcasse di pollame. L'ozono ha distrutto giu2 Log unitd di tutti i
microrganismi presenti sulla carcassa senza l'eggde significativa dei lipidi,
sviluppo di sapori o perdita di colore della pelidle carcasse. Per quanto riguarda i
prodotti di origine vegetale, gli effetti dell'ozorsul metabolismo sono anche una
conseguenza della sua grande attivita ossidante sNasserva alcun deterioramento
della frutta quando I'ozono agisce sulla sua sugierfDurante la conservazione, la
respirazione e il processo di maturazione dellddrsi intensifica. L’etilene prodotto
durante la conservazione agisce sugli altri freatiromuove la maturazione. | segni
esteriori di questo processo sono rappresentatindadunimento della buccia,
rammollimento della polpa, e infine dalla putretam del frutto. Questo processo
puo essere controllato dall'ozono grazie all’ossidiae dei metaboliti, in tal modo
viene ridotta I'azione sugli altri frutti. Il valernutritivo di patate, cavolo e carote e
stato studiato dopo trattamento con ozono al fiqfgr@lungarne la conservabilita nel
tempo. Il trattamento con ozono non ha alteratoit@tivamente proteine ed amido
nelle patate; zuccheri e caroteni in cavolo e earoa valutazione organolettica non
ha indicato nessuna variazione rispetto a pataterdure non trattate. Tuttavia
I'ozonizzazione ha determinato una diminuzione’deilio ascorbico dal 16 al 25%.
Il trattamento di mele con l'ozono ha causato pardli peso e un minore
deterioramento. Un aumento deBaelf-life di mele e arance con ozono e stata
attribuita alla ossidazione dell’etilene. Funghtedt®mranti sono diminuiti su more e
uva dopo ozonizzazione (Beuchat, 1992). In cipbtitate con ozono durante la
conservazione, muffe e conta batterica sono natexale diminuite, senza alcun
cambiamento di qualita nella composizione chimita sensoriale (Songt. al.,
2000). L'ozono e stato utilizzato sperimentalmecdene sostituto dell’ossido di

etilene per la decontaminazione del pepe neroanigr pepe nero macinato (Zhao
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and Cranston, 1995). Il trattamento ha portato Ueggera ossidazione dei
componenti dell’'olio volatile, ma 'ozono non hauty alcun effetto significativo
sugli oli volatili di tutto il pepe. Poiché I' ozaazazione é riuscita a ridurre la carica
microbica e non causare una significativa ossidezategli oli volatili di tutto il pepe
nero in grani, questo metodo e stato raccomandatd frattamento industriale delle
spezie (Zhao and Cranston, 1995).

In linea generale, i benefici che 'ozono gassqgmoda in avicoltura, nella fase di
accrescimento degli animali sono: sanificaziond'atebiente mantenuto esente da
microrganismi patogeni; distruzione delle emanazemmoniacali; deodorazione
dellambiente; maggiore ossigenazione del micraxliambientale; miglioramento
del mangime con conseguente miglioramento dell@dstiigne ed incremento del
peso dellanimale e minori rischi di contagio ingedo. || Ghiaccio ozonizzato o
combinazione di refrigerazione e ozono vengonazatlti per la conservazione di
prodotti ittici con i seguenti vantaggi: diminuzedella carica batterica sul prodotto,
nel microclima e sulle pareti della cella e prolamgnto dei tempi di conservazione
del prodotto. L’'ozono controlla efficacemente lani@zione di muffe e batteri nelle
celle frigorifere destinate alla conservazione eaarni; in particolare, il tasso di
umidita pud essere mantenuto ad una gradazionelguata, attenuando il calo di
peso e la perdita di aroma; inoltre, distruggenidodpri, evita il passaggio di aromi
non graditi da un prodotto all'altro. Tuttavia sviéto che il trattamento con ozono
puo aumentare significativamente la perossidaziipmdica. Non € ancora chiaro se
concentrazioni di ozono sufficienti per I'effettattericida, portino anche ad aumento
significativo dell’ossidazione dei grassi (Sméhal.,2001).

L’ozono in fase gassosa viene utilizzato per laseovazione nei silos di riso, mais,
soia e grano. In particolare, riduce la crescitaolium confusum e Sitophilus
granarius, insetti che infestano 1 cereali immagazzinati. tregl permette
'abbattimento delle muffe appartenenti ai genéwspergillus, Penicillium e

Fusarium che generano l'aflatossina B1.
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CAPITOLO 2
BIOFILM

2.1 BIOFILM

L' abilita a formare strutture associate a supediconsorzi co-operativi (riferiti
come biofilm), & una delle piu eccezionali caradtethe dei batteri. Il biofilm € una
comunita sessile di batteri che mostra un aumentesistenza ed &€ una risposta
adattativa ad un'ampia varieta di fattori che inoin negativamente sulla loro attivita
(Kjelleberg e Givskov, 2007).

Il biofilm puo essere definito come “una comuniteuturata di cellule batteriche
racchiuse in una matrice polimerica autoprodottadesa ad una superficie inerte o
vivente” (FIGURA 2).

Tale definizione di Costerton e stata poi desciitttermini piu cooperativi da Elder
e collaboratori come “un consorzio funzionale dcrarganismi all' interno di una
matrice esopolimerica estensiva’, mentre Carperi€erf hanno semplificato il
concetto come “una comunita di microrganismi imraérs una matrice polimerica
organica, adesi a superficie” (Dunne, 2002). Quasirice consiste in una
conglomerazione di differenti tipi di biopolimericonosciuti come sostanze
extracellulari polimeriche (EPS), che formano lalgatura per l'architettura
tridimensionale del biofilm ed é inoltre responsatiell'adesione alla superficie e
della coesione di questa struttura Flemming and géhder, 2010). La prima
osservazione del biofilm risale a fine 1600, quardiaonie van Leuvenhoek
esamino al microscopio un campione provenienteraagtriscio dei suoi denti ed
evidenzio la presenza di microrganismi. SuccessivaenHeukelekian e Heller nel
1940 osservarono il cosiddettbottle effect” che dimostrava come la crescita e
I'attivita batterica venivano sostanzialmente noiglte a seguito dell'incorporazione
di una superficie sulla quale questi microrganigotevano aderire. Di seguito
Zobell nel 1943 dimostro che il numero di microrigam su una superficie era
drammaticamente piu elevato rispetto a quelli libeel mezzo (Kjelleberg e
Givskov, 2007). Nel 1969 Jones, studiando i sistdimiltraggio delle acque con
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l'aiuto della microscopia elettronica, scopri cHadfilm sono dotati di una diversa
varieta di cellule. La scoperta che le colonie évathe non erano solo tenaci, ma
resistenti agli agenti antimicrobici, arriva nel7BOgrazie a studi fatti da Characklis
su fanghi industriali (Donlan, 2002). In realta (aelia teoria sulla predominanza del
biofilm fu promulgata nel 1978 da Costerton. Taderta afferma che la maggior
parte dei batteri si sviluppa in matrici circoserjtadesi a superfici appartenenti a
qualsiasi ecosistema acquatico e che le cellukeriaie adese differiscono alquanto
dalle loro corrispondenti forme  planctoniche. Cderiva da studi basati
sull'osservazione di ecosistemi acquatici naturafi, cui si & visto che
inequivocabilmente piu del 99,9% dei batteri siligypano in biofilm adesi su
un‘ampia varieta di superfici (Donlan e Costert@02). Virtualmente infatti,
qualsiasi superficie, animale minerale o vegem@ggero vivente o inerte, puo essere
propizia per la colonizzazione batterica e pemwlanfizione del biofilm, inclusi lenti
a contatto, scafi delle navi, caseifici, oleodpttiroliferi, rocce nei corsi d'acqua, e
tutte le varieta di impianti biomedici e dispositpermanenti transcutanei (Dunne,
2002). Tra i dispositivi medici ricordiamo tubi p&r preocedure di intubazione,
cateteri, valvole cardiache artificiali ma ancheusistenti chirurgici (Tomaras et al.,
2003). | vantaggi acquisiti dai batteri nel vivaadesi ad una superficie sono di
includere una maggiore concentrazione di nutriefite si trovano vicini alla
superficie, promuovendo lo scambio genetico e p@atogeni, incrementare la
protezione verso il sistema immune dell'ospitertrealet al., 2007).

Un biofilm pud essere formato sia da una comurdlla stessa specie che da piu
specie, oguna delle quali mostra la stessa orgazimze (Blaschek et al., 2007).
Quando un biofilm €& costituito da specie eterogef(wee in natura sono piu
probabili), i sottoprodotti metabolici di un orgamio possono servire per sostenere
la crescita di un altro, mentre I'adesione di yyecee potrebbe fornire dei ligandi che
permettono il fissaggio di altre. Al contrario, mpetizione per i nutrienti e
'laccumulo di sottoprodotti tossici generati dailooizzatori primari, possono
limitare la diversita delle specie all'interno debfilm (Dunne, 2002). Grazie all’
utilizzo della microscopia si € visto che il biafilnon & organizzato come un
monostrato omogeneo di cellule, ma e una strutkterogenea formate da
microcolonie che sono l'unita base del biofilm,titago per il 15% del suo volume

da cellule e per I' 85% da matrice. All'internogdiesta struttura sono intervallati dei
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canali per l'acqua; questi canalicoli trasportamutrienti e I' ossigeno alle cellule
delle microcolonie intrappolate all'interno. Questambio di nutrienti permette alla
struttura del biofilm di sviluppare un alto gradadénsita e complessita. Ogni cellula
viene mantenuta nelle condizioni ottimali in ogmirge della struttura (Blaschei
al., 2007). Attraverso delle misurazioni con microetatt pero, si é visto che il pH e
la dissoluzione dell'ossigeno contenuto nel biofdhriducono nelle vicinanze del
substrato (Watnick e Kolter, 2000). Non c'é dubtdonunque che questa struttura
conferisce ai batteri una maggior resistenza vglisantibiotici e le risposte immuni
dell' ospite. Si é stimato che le cellule batteziah stato di biofilm sintetizzano oltre
90 tipi di proteine in piu rispetto alle loro comsii in stato planctonico. Molte di
gqueste proteine sono molecole specificatamentevaoldén nei meccanismi di
resistenza aglstress alla sintesi di proteine e alle funzioni di omiass cellulare,
quali le proteine da shock acido o da shock termiiccaltri termini, il passaggio
dallo stato di vita planctonico a quello sessilsifahe i batteri riescano a sopportare

meglio condizioni ambientali (Giaccone, 2007).

FICURA 2: RAPPRESENTAZIONE DELLA STRUTTURA DI UN BIOFILM
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2.2 PROCESSO DI FORMAZIONE DEL BIOFILM

E ormai noto che ovunque vi sia un flusso d'acolei, microrganismi e una
superficie solida, puo formarsi un biofilm. Le stpe solide che possono ospitare
biofilm negli impianti alimentari includono I'alluimio, I'acciaio, il vetro, il nylon,
Buna-n e teflon. Le superfici graffiate, screpolatehe presentano intercapedini,
rappresentano una ottima opportunita per intrappal@sidui organici e batteri che
portano all' evento iniziale del biofilm. Questirpusono difficili da raggiungere e
conferiscono una condizione ottimale per la forraei e lo sviluppo del biofilm
poiché forniscono una protezione verso i disinféttanentre sono esposti al flusso
d'acqua e di nutrienti (Deibel, 2003). L'impiantocesviluppo del biofilm e un
processo multifattoriale e dinamico governato daistema di controllo regolato sia
da elementi ambientali che genetici (Leets al., 2003). Affinché cio accada i
microrganismi devono prima di tutto raggiungereptassimita della superficie in
guestione e poi aderire su tale superficie (FIGURA | batteri possono essere
trasportati sulla superficie in vari modi, quali $&dimentazione, mediante forze
dinamiche di fluidi, attraverso la motilita, spintall'attrazione verso fattori
chemiotattici 0 mediante forze passive quali iltondrowniano e l'idrofobicita
superficiale delle cellule. Fu per primo Zobell 4943 a notare che l'adesione alla
superficie da parte dei microrganismi era probawiita un processo formato da due
fasi: una primaria ma reversibile attrazione allpesficie, seguita da una piu tardiva
ma tenace e irreversibile: adesione.

L' adesione ad un substrato puo essere attivasivpas seconda della motilita della
cellula. Quella passiva e guidata dalla gravitdladdiffusione e dalla dinamica dei
fluidi. Nell'adesione attiva, la superficie dellallala batterica facilita la fase di
attacco iniziale. Le struttre che si riscontrantbassuperficie cellulare, quali flagelli,
pili, adesine, capsula e carica superficiale, mrizano l|'adesione. | flagelli
permettono al batterio di muoversi verso uno spexitito di attacco, mentre i
cambiamenti che avvengono nella fisiologia cellilancidono sull’adesione,
andando ad influenzare la chimica di alcune stretquali la membrana superficiale
e le proteine di superficie (adesine e pili). In@ltadesione stimola la sintesi di
polisaccaridi e I'aggregazione cellulare. Cio ameién due fasi: quella dell'adesione

reversibile seguita dalla fase irreversibile. Ladsb reversibile rappresenta l'iniziale
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fase di debole interazione dei batteri con il sitbste conivolge forze di van der
Waals, elettrostatiche ed interazioni idrofobiclbrirante l'adesione reversibile i
batteri mostrano ancora un moto browniano e vengfmoimente rimossi
dall'applicazione di operazioni tecniche quali uemsplice risciacquo. La fase
irreversibile deriva invece dall' ancoraggio di epgici e/o dalla produzione di
polimeri extracellulari. In genere le forze repuésprevengono il contatto diretto tra
i batteri e la superficie, poiché di solito entransmno cariche negativamente.
L'ancoraggio tra le appendici batteriche e il st#tstcoinvolge forze a breve raggio
come le interazioni dipolo-dipolo, legami idrogenioyze idrofobiche e legami
covalenti. In questo caso la rimozione € piu difiicsa e richiede I'applicazione di
forze piu efficaci, quali strofinamento o raschiateeoppure la rottura chimica dei
legami attraverso I'applicazione di enzimi, detetg surfactanti, disinfettanti e/o
del calore (Chmielewski and Frank, 2003). L'intecia solido-liquida tra una
superficie e un medium acquoso quale puo esse&gu#ao il sangue, fornisce un
ambiente ideale per l'attacco e la crescita derarganismi (Donlan, 2002). Non
appena un materiale solido € immerso in un liqumbgiro di frazioni di secondo le
molecole solubili in quel liquido si concentrandlssuperficie del solido e formano
quello che si chiama un “film condizionante”, chedl@ superfici inerti costituisce la
base originaria di adesione dei microrganismi, cip@ialtrimenti i batteri avrebbero
bisogno di piu tempo per aderire (Giaccone, 208égli ambienti di un' industria
alimentare, infatti, i batteri insieme a molecolganiche ed inorganiche, come per
esempio proteine derivate dalla lavorazione diela&tdi carne o piu in generale
residui lasciati dagli alimenti stessi, si adsoaulla superficie formando il “film
condizionante”. Queste molecole assieme ai miardggni vengono veicolate sulla
superficie per fenomeni di diffusione o in alcuaistattraverso flussi turbolenti di
liquidi. L'accumulo di molecole all'interfaccia sid-liquido, causa un aumento della
concentrazione di nutrienti rispetto alla fase iliigy) inoltre anche il trasferimento di
nutrienti € molto piu rapido in un biofilm rispetéoquello che avviene nelle cellule
microbiche sospese in un liquido. Queste condizianoriscono la formazione del
biofilm alterando le propietd chimico fisiche delkuperficie e facilitando la
sequenza degli eventi successivi. In realta, ilcgsso di condizionamento di
superficie non é indice di sicura formazione difiblm A questo proposito, la

microtopografia della superficie € ugualmente intgoate nel favorire o meno la
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formazione dei biofilm microbici, in particolare e superficie ha molte fessure e
canali che possono intrappolare i batteri (Mar2@)8).

Sono state riconosciute e dimostrate evidenti taieni tra tipo di materiale
utilizzato per formare le superfici di lavoro digo di alimenti che vi si lavorano. Un
materiale idrofobico (es. teflon e materiali pletiche tende a respingere tutto cio
che e acqua avra un‘alta affinita per tutte le comepti grasse presenti negli alimenti
processati. Viceversa un materiale molto idrofiliges. vetro e metallo) avra
maggiore affinita per i componenti proteici e zumthi mentre respingera i grassi.
Di conseguenza se in uno stabilimento predominarademali di costruzione
idrofobici probabilmente lo strato condizionanteec$i creera sulla loro superficie
conterra una grande quantita di grassi e se itlagazienda non si utilizzano
sostanze grasse, il rischio della formazione dfilmosara relativamente basso. I
ragionamento puo essere fatto al contrario sentalitio dell'azienda predominano
materiali che attirano i grassi e respingono leégine. Cio significa che la scelta dei
materiali da costruzione delle superfici di lavadbinterno dell'industria alimentare
dovrebbe tener conto, nei limiti del possibile,laeiatura degli alimenti che vi si
intendono produrre (Giaccone, 2007). Generalmentzesle che i microrganismi
aderiscono piu rapidamente su superfici idrofobiepelari rispetto ai materiali
idrofilici (Mazumder et al., 2010). L'idrofobicitalella superficie cellulare, la
presenza di fimbrie e flagelli e la produzione &% facilita la velocita e il grado di
attacco delle cellule microbiche (Donlan, 2002)cle l'idrofobicita della superficie
cellulare batterica, cosi come quella della supierfsolida € importante durante
I'adesione in quanto le interazioni idrofobichedeno ad aumentare all'incremento
della natura non polare di una o entrambe le sigpénf questione (Donlan, 2002;
Simoes et al., 2010). La maggior parte dei batirfiatti, sono carichi negativamente
ma contengono una componente idrofobica, ovverbmérie. La maggior parte
delle fimbrie che sono state esaminate contengoraedta percentuale di residui di
amminoacidi idrofobici, e percio giocano un ruolmndlamentale nel superare la
barriera di iniziale repulsione idrostatica chestesira la cellula e il substrato. Altre
proprieta della superficie cellulare possono ftanié I'adesione. Diversi studi hanno
dimostrato che il trattamento di cellule adsorlmten enzimi proteolitici, causa un
marcato rilascio di batteri adesi alla superficifernendo la prova del ruolo

importante svolto dalla componente proteica durdiatesione. E stato inoltre visto
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che microrganismi contenti acidi micolici, quali asdempio i micobatteri, erano piu
idrofobici rispetto a batteri non contenenti talich, e ad un aumento della lunghezza
degli acidi micolici corrispondeva un aumento detlaofobicita. Per la maggior
parte dei ceppi testati, I'adesione € stata maggsui materiali idrorepellenti.
L'antigene O, componente dei lipopolisaccaridi (LAt anche dimostrato di
conferire proprieta idrofile ai batteri gram nega{iDonlan, 2002). La formazione
delle microcolonie segue la fase dell'adesionevénsbile, date le condizioni di
crescita ottimali. Tali strutture risultano dallansltanea aggregazione e crescita di
microrganismi e si accompagna alla produzione db EEBhmielewski e Frank,
2003). Le microcolonie si ingrandiscono e conflorse fino a formare uno strato di
cellule che ricopre la superficie . La produzionie edopolisaccaridi facilita la
stabilizzazione della colonia nonostante le fluttaai ambientali (Marino, 2008).

Gli EPS, ovvero sostanze polimeriche extracellutde consistono in conglomerati
di differenti tipo di biopolimeri, sono una compoe fondamentale della matrice,
che forma l'impalcatura per l'architettura tridimemale del biofilm maturo, ed é
inoltre responsabile dell'adesione alla superficidella coesione stessa del biofilm.
Gli EPS immobilizzano le cellule allinterno delobim, tenenendole vicine, e
permettono cosi delle intense interazioni comptesecomunicazioni tra cellula e
cellula e la formazione di un microconsorzio simerg(Flemming e Wingender,
2010). La composizione generale dell' EPS, comgrgradisaccaridi, proteine, acidi
nucleici, lipidi e fosfolipidi: proteine e polisaaddi formano il 75-89% della
composizione della matrice e cio indica che sonmdggior componente (Simoes
al., 2010). A sequito della ritenzione di enzimi exalhdari, la matrice svolge il
ruolo di sistema digestivo esterno, per sequestnatrienti particolati e disciolti
nella fase liquida, permettendo loro di esserézatiti come fonte di energia. Inoltre
agisce come centro di riciclo, rendendo disponititti i componenti delle cellule
lisate, tra cui il DNA che rappresenta una risedvageni per il trasferimento di
informazioni  orizzontale. Inoltre la matrice progeg i microrganismi
dall'essiccamento, dall'ossidazione da alcuni &tidd e metalli cationici, dalle
radiazioni ultraviolette, e dalle difese dell'ospiGli EPS sono stati chiamati “the
dark matter of biofilms ” proprio per sottolineaterasto range di biopolimeri e la
difficolta nell'analizzarli (Flemming e Wingend&2010). Gli EPS determinano le

immediate condizioni di vita delle cellule appageti a questo microambiente
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influenzando la porosita, la densita, il contendtacqua, la carica, le proprieta
assorbenti, lidrofobicita e la stabilita (Flemmires al., 2007). Il procedere
dell'adesione delle cellule alla superficie e lasgguente crescita e produzione di
esopolisaccaridi porta alla formazione del biofilafljinterno del quale si formano
molti strati di cellule batteriche intrappolate laeiatrice polisaccaridica (Marino,
2008). Il biofilm maturo puo essere composto daingolo strato di cellule o da un
multistrato poco compresso di microcolonie tenatgeme dagli EPS e alternate a
canali d'acqua (Chmielewski e Frank, 2003). Manarare il biofilm “ invecchia”, i
batteri attaccati, per sopravvivere e colonizzameve nicchie possono staccarsi
singolarmente o in gruppi e disperdersi nellami@erfMarino, 2008). La
colonizzazione di nuove superfici € un vincolo fanmgbntale per la vita degli
organismi sessili (Webb, 2009). Infatti il termifokstacco” viene riconosciuto come
una parte del ciclo di vita del biofiim. Un bilanonento tra adesione, crescita e
distacco e importante per la produzione e il mdmntento di una comunita
funzionale all'interno del biofilm. | fattori chenfluenzano la dispersione possono
essere sia abiotici che biotici. Tra i fattori dlib sono comprese le forze di taglio,
che influenzano la struttura, la densita e la Btaldella matrice, e i fattori chimici,
come la concentrazione di nutrienti e la loro digpihita importanti, per la crescita
del biofilm. | fattori biotici, quali I'attivita miabolica dei microrganismi e la loro
espressione genica, influenzano direttamente il ppstamento del distacco del
biofilm. La dispersione é stata divisa in 4 falkrosione, I'abrasione, la separazione,

colonizzazione di nuove superfici (Garetyal.,2008).
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FIGURA 3 FASI DI FORMAZIONE DEL BIOFILM:
1) CONDIZIONAMENTO DI SUPERFICIE;
2) FASE DI ADESIONE REVERSIBILE;
3) FASE DI ADESIONE IRREVERSIBILE;
4) BIOFILM MATURO;
5) FASE DI DISTACCO E DISPERSIONE

y
.
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L'adesione dei batteri ai prodotti alimentari oeafluperfici destinate a venire a
contatto con gli alimenti pud portare a seri prafilgi carattere igienico e a forti
perdite economiche conseguenti all'alterazioneiddighenti stessi. Oltre a questo,
sono documentati molti casi di persistenza sulpesgici di patogeni alimentari qual
Listeria monocytogenes, Campilobacter Jejuni, Sewss ed E. coli O157:H7
(Marino, 2008). Uno dei principali obiettivi defitiustria alimentare é la produzione
di alimenti sicuri, sani e con una buona qualitgaoolettica. Per raggiungere questo
obiettivo €& essenziale controllare la crescita dgcrorganismi, al fine di
minimizzare il rischio di contaminazioni dell'alim® stesso da parte dei
microrganismi presenti per esempio nelllambientéadbrazione. Se sulle superfici
solidi si viene a formare il “sudiciume” e questonnviene adeguatamente rimosso
durante le operazioni di sanificazione, il risudtg un accumulo di questo materiale
sulle superfici e la formazione di biofilm (FOTO. Dpuesto e il motivo per cui la

BN

fase di pulizia e particolarmente importante (Mayir2008). La limitazione dei
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nutrienti e dell'acqua, ilesigndelle attrezzature e il rispetto delle temperatire
lavorazioni sono fondamentali per il controllo #efilm. Una volta che il biofilm si

e formato, pulire le superfici & piu difficoltosGlfmielewski e Frank,2003).

2.2 OZONOVERSUSIOFILM

Se il processo di pulizia é inefficace, i microrgam possono formare un biofilm
sulle superfici delle attrezzature (FOTO 1), doveliferano e si accumulano. Una
volta integrati in questa matrice, i microrganisgpesso diventano resistenti
all'azione dei disinfettanti (Di Cicciet al.,2012)

Vi sono molte strategie per rimuovere un biofilmgaeste sono: i) la pulizia
meccanica , ii) I'uso di agenti antimicrobici, i@ rimozione dei nutrienti per evitare
la crescita del biofilm, iv) linibizione dell'adesme microbica alle superfici, v)
promozione del distacco della biomassa (Xaeteal.,2005).

In linea generale possono essere distinti in mdisidi, biologici e chimici.

Tra i metodi fisici abbiamo l'utilizzo di radiaziominizzanti che Niemira e Solomon
(2005) trovarono piu efficaci contro le Salmonediganizzate in biofilm piuttosto
che le rispettive forme planctoniche.

Recentemente, inoltre, & stata messa a punto um&antecnica chiamata
inattivazione con plasma atmosferico che si avvddd’'uso di specie reattive
dell'ossigeno e radicali generati da scariche djlibe di pressione atmosferica ad
alto voltaggio per inattivare i microrganismi.

Oulahal-Lagsir et al., nel 2003, inoltre, hanndizgato un trattamento combinato di
ultrasuoni ed enzimi per ottenere una consistantezione (Van Houdt e Michiels,
2010).

Tra i metodi biologici troviamo l'incorporazione diostanze bioattive come le
batteriocine, allo scopo di inibire 'adesione dbatteri alla superficie. Inoltre gli
enzimi sono un’altra categoria di molecole in gratianigliorare I'efficacia della
pulizia favorendo la disgregazione dei polimeriragéllulari. Di recente studio &
invece l'utilizzo di batteriofagi utilizzati per fettare le cellule all'interno del biofilm
e permettere la disgregazione dei componenti delédrice esopolisaccaridica
(Azeredo and Sutherland, 2008).
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| metodi chimici sono certamente quelli piu utiktiz | disinfettanti utilizzati nelle
industrie alimentari possono essere suddivisi mppgr in base al meccanismo di
azione. Vi sono gli agenti ossidanti, quali compastase di cloro, perossido di
idrogeno e ozono; composti attivi sulla superfigjeali composti di ammonio
quaternari e acidi anionici; infine vi sono gli @fdri. L'efficienza della disinfezione
si basa su parametri quali il pH, la temperatwadncentrazione del disinfettante, il
tempo di contatto e la quantita di sostanze ordrenahe interferiscono con I'azione
del disinfettante stesso (Van Houdt andMichield,30

Gia nel 1993 Greenet al, avevano dimostrato l'efficacia disinfettante detfua
ozonizzata per la disinfezione delle superfici dciaio inossidabile inoculate con
Pseudomonas fluorescens (ATCC 949) e Alcaligenecafs (ATCC 337).
Successivamente Guzel-Seyditnal (2000) hanno studiato l'uso di acqua ozonizzata
nelle apparecchiature lattierocasearie. Degli ulignsacciaio inox sporchi sono stati
trattati con un pre-risciacquo di acqua ozonizzataisultati dimostrano che |l
trattamento con l'ozono ha rimosso '84% dei resideila lavorazione lattiero-
casearia, rispetto al 51% dell’acqua calda (40B@).risultati di questo esperimento,
si e ipotizzato che l'uso di ozono nella fase di-fgciacquo pud consentire una
diminuzione nell'utilizzo dei detergenti nella pia

Dosti, (1998) ha testato I'ozono contro i battére sono in grado di formare biofilm,
P. fluorescens (ATCC 948), P. fra@iTCC 4973) eP. putida(ATCC 795) per 24-
72 h. Dopo la formazione del biofilm, il metallo &Sstato sciacquato con una
soluzione salina buffer fosfato (1 min) ed esp@stamzono (0.6 ppm per 10 min) e
cloro (100 ppm diper 2 minuti).l risultati hanno indicato che entramlozono e
cloro, hanno ridotto significativamente il biofilformato dai batteri sulla superficie
del metallo SS rispetto al controllo. Tuttavia, rdra una differenza significativa di
inattivazione dei batteri tra ozono e cloro cordézione diP. putida.L’'ozono ha

uccisoP. putidain modo piu efficace rispetto al cloro (Dosti, 899
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FOTO 1 Microscopio elettronico a scansione (SEM): immagilel biofilm
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1) OBIETTIVI DEL PROGRAMMA DI RICERCA:

. Valutare l'efficacia del trattamento di decontanzione con
0zOoNno gassoso nei confronti di microrganismi isalat carni avicole e

relativi impianti di macellazione e lavorazione.

. Valutare l'efficacia del trattamento di decontanziofie con
0zOoNno gassoso nei confronti di microrganismi isalat carni avicole e
relativi stabilimenti di macellazione e lavoraziona tempi e
concentrazioni applicabili nelle Realta Produlttive.

. Valutare la capacita dei ceppi isolati a produnafiBn.

. Testare gli effetti dellozono gassoso sulla prodoe e/o
inattivazione del Biofilm prodotto dai ceppi isalat

. Valutare la sopravvivenza e persistenzaSdimonella sppsui

materiali a contatto con le carni di pollame
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2) MATERIALI E METODI

Sono stati individuati n.2 mattatoi avicoli con asso centro di sezionamento e
confezionamento.

In ciascun impianto sono stati effettuati n.3 stpoghi. Nel corso di ciascun
sopralluogo sono stati effettuati prelievi sia dathatrici alimentari lungo la linea di
lavorazione sia dalle superfici, utensili ed attegmre utilizzate per la lavorazione
degli alimenti.

Sono stati raccolti in totale 112 campioni di clBZcampioni da matrice alimentare
e n.80 campioni da ambienti di produzione.

| campionamenti ambientali sono stati effettuaticosglo la metodicalSO
18593/2002

— . =
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2.1 Isolamenti

| campioni trasportati in laboratorio a temperatutiarefrigerazione sono stati
immediatamente processati e sottoposti ad anaigsbhiologica.

Le determinazioni microbiologiche effettuate seamndetodiche validate hanno
incluso:Listeria monocytogendt.m), Staphylococcus aureiS.g, Salmonellaspp.
La ricerca diL.me stata effettuata secondo la metoditd EN ISO 11290-1 ceppi
isolati dopo le consuete prove dscteening” quali esame microscopico previa
colorazione gram e prova della catalasi sono stntificati in micrometodo
mediante sistema ARlisteria (bioMeérieux ItaliaS.p.A, Roma). Gli isolatListeria
sono stati successivamente analizzati mediB@RB multiplexsecondo il protocollo
messo a punto nella nostra Sezione (Coettel., 2009). Per il rilevamento del gene
rr (16S rRNA) (specifico per il genetasteria) sono stati utilizzati primersLI1 e
Ul; mentre per il rilevamento del gertdyA (listeriolisina O) (specifico per
L.monocytogengsono stati utilizzati primersLM1 e LM2.

La ricerca diS.aé stata effettuata secondo la metodidl EN ISO 6888-2I ceppi
coagulasi positivi, dopo le consuete prove dcréening” (colorazione di gram,
prova della catalasi) sono stati identificati fepimamente in micrometodo (Api
Staphe Vitek — bioMerieux Italia S.p.A., Roma) ed irdisottoposti #CR multiplex
per la ricerca del 16srna (Staphylococcusgenere/specifico) e del genmic
(S.aureusspecie-specifico). La ricerca 8almonellaspp., € stata eseguita secondo la
metodicaUNI EN ISO 6579/20Q2

Colonie diL.m Colonie flia

Colonie diSalmonella spp

37



2.2 Prove di abbattimento microbico con ozono in e gassosa

Le prove di inattivazione microbica sono state aited mediante I'impiego di un

apparecchio erogatore di ozono con annessa camgeovh che permetteva di
esporre i ceppiargeta concentrazioni note di 0zono gassoso.

La messa a punto dell'apparecchio erogatore di@ZBIGURA 4) ha riguardato: la

scelta di materiale “non reattivo”; I'acquisiziodeun rilevatore di ozono all’interno

della camera di prova nei diversi tempi di applicae ; la standardizzazione delle
concentrazioni di ozono.

La messa a punto del protocollo sperimentale sio@cretizzato mediante

I'esecuzione di numerose prove di abbattimentog(Rag-3) utilizzando ozono in

fase gassosa a tempi e concentrazioni diversijnal di stabilire i parametri di

utilizzo per le successive sperimentazioni.
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FIGURA 4:
CAMERA DI PROVA (A);

RILEVATORE CONCENTRAZIONE DI OZONOB)

A

OEC
Dzone monitor

39




. Test di abbattimento microbico - FASE 1:

L’attivita di ricerca della prima fase del progetoa rivolta a valutare I'efficacia
dellozono gassoso nei confronti dei ceppi isolai corso dei sopralluoghi dai
campionamenti effettuati nei mattatoi avicoli cameasso centro di sezionamento e
confezionamento.

In questa prima fase sono state impiegate conaéoiadi 1460 ppm (pari a 2,3
g/Nm°), superiori a quelle utilizzabili in campo. Peest di abbattimento sono stati
utilizzati n.4 ceppi d5.a(n.1 ATCC, n.3 isolati da prodotti a base di caanesola).
Dai ceppi suddetti sono state allestite delle brealture a concentrazione nota {10
ufc/ml) degli isolati; si € poi effettuata la semidella brodocoltura (0,1ml) su piastre
TSA (Oxoid) mediante spatolamento. Gli schemi gpentali utilizzati sono stati i
seguenti:

1) prima sperimentazione le piastre sono state sottoposte ad ozonizzaziene
17- 2" — 4" - 10" — 20" (FIGURA 5). La concentrazie media di ozono all'interno
della camera era di 2,3g/Nnf1460 ppm). Terminato il trattamento, le piasecs
state poste in termostato a 37°C per 24h. Al tegndiell’incubazione si € proceduto
ad effettuare la conta delle colonie. L’abbattinoemticrobico e stato espresso come
differenza logaritmica tra il titolo iniziale (pie non sottoposte ad ozonizzazione)
ed il titolo rilevato al termine del trattamento

2) seconda sperimentazionele piastre sono state sottoposte ad ozonizzazione
per 1'- 2’- 5" — 20’ (FIGURA 5). La concentraziomeedia di ozono all’interno della
camera era sempre pari a 2,3gMN@@460 ppm). Le successive fasi sono state
condotte secondo le modalita procedurali gia dgeqguer la prima sperimentazione.
Tutte le determinazioni sono state effettuate ippoo.
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FIGURA 5
PIASTRE INOCULATE E SOTTOPOSTE AD OZONIZZAZIONR;
PARTICOLARE: SONDA B)

A
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. Test di abbattimento microbico - FASE 2:

Nella seconda fase dell'attivita di ricerca, inyesiee voluti valutare I'efficacia del
trattamento di decontaminazione con ozono gasseisconfronti dei microrganismi
isolati nel corso dei sopralluoghi a tempi e comicaioni applicabili nelle Realta
Produttive. In questa fase per le prove di decomanone con ozono in fase
gassosa sono state allestite delle brodocoltuomeentrazione nota degli isolati si €’
poi effettuata una semina della brodocoltura (OlLsu TSA (Oxoid). Come germi
target sono stati utilizzati n.1 ATC&.ae n.1 ATCCL.m per la loro diffusione negli
impianti avicoli e per le note proprieta’ di produze biofilm. Le piastre sono state
sottoposte ad ozonizzazione per 2, 5, 10, 20 m{RIBURA 6 - 7):

1) prima sperimentazione la concentrazione media dell'ozono all'interndlae
camera era di 0,5 ppm (flusso 1L/minuto).

2) seconda sperimentazionela concentrazione media dell'ozono all’interno
della camera era di 2,5 ppm (flusso 1L/minuto).

Dopo incubazione delle piastre a 37°C per 24/438le’ proceduto ad effettuare la
conta delle colonie.

L’abbattimento microbico é stato espresso comeewdiffza logaritmica tra il titolo
iniziale (piastre non sottoposte ad ozonizzaziatk)l titolo rilevato al termine del
trattamento. Tutte le determinazioni sono statetefate in doppio.

Per i successivi test di abbattimento sono stdizzdti: n. 4 ceppi diS.aisolati da
carne avicola e n. 2 ceppildimisolati sempre da carne avicola. Cosi come descritt
in precedenza sono state allestite delle brodaolauconcentrazione nota degli
isolati e si é poi effettuata una semina della boottura su TSA (Oxoid). Le piastre
sono state sottoposte ad ozonizzazione per 2@pteentrazione media di ozono
all'interno della camera era di 2.5 ppm. Dopo irazibne delle piastre a 37°C per 24
/48h si e proceduto ad effettuare la conta dellente e I'abbattimento microbico e
stato espresso come differenza logaritmica tigoibtiniziale (piastre non sottoposte

ad ozonizzazione) ed il titolo rilevato al termoha trattamento.
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FIGURA 6:
APPARECCHIO EROGATORE DI OZONQA);
RILEVATORE CONCENTRAZIONE DI OZONOB)

A
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. Test di abbatimento microbico - FASE 3:

In questa fase sono stati apportati dei migliorairarsistema modello, istallando un
nuovo sensore e migliorando il controllo del flussstallazione del nuovo sensore
ha permesso di rilevare la concentrazione di ozomo solo a livello delle piastre
inoculate e sottoposte ad ozonizzazione ma andlmteaho di tutta la camera di
prova (FIGURA 7).

Tutte le prove di inattivazione microbica mediaor®no gassoso sono state condotte
utilizzando le concentrazioni che nelle prove pdecdi avevano fornito i risultati
migliori: ozono ad una concentrazione di 2,5 ppooe un tempo di applicazione di
20 minuti.

Secondo le modalita procedurali descritte in prened, le prove di abbattimento
sSono state eseguite su: n. 6 cePg@;n. 4 ceppiL.m; n. 3 ceppiSalmonella sppLe
piastre inoculate sono state quindi sottoposte zzmhiazazione, collocandole nella
camera di decontaminazione. Una volta terminati@itamento, le piastre sono state
poste in termostato a temperature e tempi di deestiimale (37°C per 24/48h). Al
termine dell'incubazione si é proceduto ad effaduda conta delle colonie.
L’abbattimento microbico é stato espresso comeewdiffza logaritmica tra il titolo
iniziale (piastre non sottoposte ad ozonizzaziatk)l titolo rilevato al termine del

trattamento.
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FIGURA7:
APPARECCHIO EROGATORE DI OZONOX)
RILEVATORE CONCENTRAZIONE DI OZONOB)
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2.3Test di espressione fenotipica del biofilm

| test di espressione fenotipica del biofisono stati condotti su: n. 15/22 ceppi di
L.m (n.1 ATCC,; n. 6 ceppi isolati da carne avicala8 ceppi isolati da ambienti di
lavorazione); n. 39/78 ceppi @.a(n.1 ATCC; n. 33 ceppi isolati da ambienti di

lavorazione; n. 5 ceppi isolati da carne avicola).

e Preparazione substrati
Per il saggio di produzione di biofim sono statiizeati i seguenti substrati che
presentano caratteristiche chimico-fisiche difféiresischetti in acciaio inox (AlSI
304) e piastrine di polistirene sterili (35 mm dametro) (Iwaki, Barloworld
Scientific Italia S.r.l., Milano). | dischetti dicaiaio sono stati sgrassati prima
delluso mediante immersior@r/ernightin etanolo e sono stati successivamente

lavati in acqua distillata ed autoclavati a 121362 15 min.

* Preparazione dei ceppi

Dai microrganismi € stata allestita una colturarpigt con successivo passaggio in
brodo BHI (Oxoid) per circa 4 ore al fine di pnedee i microrganismi nella LOG
fase in modo tale da avere circa'®lfatteri per ml. La lettura & stata eseguita con lo
spettrofotometro (Shimadzu UV mini-1240). E stdfeteuato il passaggio in piastre
di TSA, e incubate a 37° C per 24 ore. Dalla paslir TSA, sono state prelevate
circa 2-3 colonie di S.aureus e seminate in 20 imIrgpticase Soy Broth (TSB)
utilizzando della Falcon da 50 ml e poste ad incellratermostato a 37°C per 18-24
ore. Successivamente la brodocoltura é stata fiegdta per 10 minuti a 4000 rpm e
al termine é stato eliminato il surnatante ed esedguavaggio del pellet con 20 ml
di PBS (Phosphate Buffered Saline). Il pellet @éostpuindi riportato in sospensione
mediante vortex e centrifugato nuovamente per Iutha 4000 rpm. Il lavaggio &
stato cosi ripetuto per 3 volte in modo da rendiempido il surnatante. Al termine
del terzo lavaggio il surnatante e stato elimiresono stati aggiunti 20 ml di TSB e
sono stati riportati in sospensione i batteri dovortex. E stata quindi calcolata la
concentrazione O.D. (Optical Density) mediante tspittomentro fino ad arrivare a

0.D. 0,125, dopo aver programmato la lunghezzadd'@550 nm.
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» Saggio di produzione del biofilm
Per l'allestimento del biofilm si e partiti da unoculo standardizzato mediante

lettura spettrofotometrica (circa 4 afc/ml ) in TSB. Ciascun substrato (acciaio inox
e polistirene) e stato quindi esposto all'inocdan(), e posto ad incubare per 24 ore
a differenti temperature: 37°C e 12°C (FIGURA 8).

FIGURA 8 SUBSTRATI ESPOSTI ALL'INOCULO DI 3mL.

Ogni campione € stato analizzato in triplicato. Mi@eata l'incubazione € stato
effettuato il lavaggio in PBS sterile per rimuovéeeforme non adese. Sono stati
eseguiti 3 lavaggi per immersione di ciascun sabstin 30 ml di PBS. | campioni
sono stati fissati per 1 ora in stufa a 60°C e quorati per 20 minuti con il
cristalvioletto al 2% utilizzando una soluzione canolo al 95%. Alle piastrine di
polistirene sono stati aggiunti 3 ml di cristahatib, mentre i dischetti di acciaio
sono stati posti in piastre petri e ricoperti céhrl di cristalvioletto per campione
eseguito in triplicato (FIGURA 9).
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FIGURA 9: CAMPIONI POSTI IN PIASTRE PETRI E RICOPERTI DA 12 LmDI

E stato poi eseguito il lavaggio dei subtsrati agua distillata per eliminare la
guantita di colorante in eccesso (FIGURA 10) eosstati poi lasciati ad asciugare
in stufa a 37°C (FIGURA 11).

FIGURA 10 RISCIACQUO DEI CAMPIONI
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FIGURA 11: CAMPIONI POSTI IN STUFA A 60°C

—

y O -

Si e passati poi all'estrazione del colorante nmedibutilizzo di 3 ml di acido acetico
al 33%, in modo da effettuare I' analisi quanttatidel biofilm prodotto.
Successivamente 200 pl di ogni campione sonotedaferiti all'interno di piastre
microtiter a 96 pozzetti (Bibby Sterilin) e la qtiga di colorante estratto & stata
misurata mediante lettore ad assorbanza sunrisEANg, alla densita ottica di 492

nm. Viste le diverse superfici di accrescimento si@bporti utilizzati (polistirene:

961 mnf e acciaio: 530 mg), si & proceduto alla normalizzazione dei risultat
calcolando l'indice di produzione del biofilm (IPB)[OD biofilm medio/superficie

(mm?3)] x 1.000.
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2.4 Saggio di produzione di biofilm dopo trattamend con ozono

La valutazione della produzione di biofilm dopottamnento con ozono é stata
condotta su:
n. 1 ATCCS.a e n. 5 ceppi db.aisolati da carne avicola;

n. 1 ATCCL.me n. 3 ceppi diL.misolati da carne avicola.

| ceppi ottenuti da colturaoVernight” sono stati seminati su piastre TSA, trattate con
ozono come precedentemente descritto (20 minuturaad concentrazione di 2,5
ppm); le piastre, incubate a 37°C per 24 ore sstate utilizzate per ottenere
I'inoculo standardizzato come descritto in precedea per testare la produzione di

biofilm secondo la metodica descritta precedenteéensu acciaio a 12°C.
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2.5 Test di sopravvivenza e persistenza di Salmoteelspp. sui

materiali a contatto con le carni di pollame

» Preparazione dell'inoculo (mix di n. 7 ceppi diSalmonella):
sono state allestite brodocolture in 10 ml di tiygoy broth (TSB - 35°C, 22 h) di n.
7 ceppi diSalmonellaspp. isolati da carni di pollo; le brodocolturensostate
centrifugate (4,629xg, 15 min, 4°C) e dopo elimioae del surnatante, lavate con
10 ml phosphate-buffered saline (PBS - pH 7.4pspgse in 10 ml di omogenato
sterile di carne di pollo e incubate a 4°C per #po incubazione i ceppi sono stati
combinati e sono state allestite delle diluizianofa raggiungere una concentrazione
di 4 log CFU/m.

» Preparazione dei substrati

sono stati utilizzati n.5 materiali di comune ingweper il packagingdelle carni di
pollame: cartone, pellicola per alimenti, cartabdaco macelleria, alluminio e sacco
x il vuoto; i singoli substrati (5x5 cm) sono staioculati con 0.5 ml del mix di
Salmonellein modo da raggiungere umatget level”: 2-3 log CFU/cr i campioni

inoculati sono stati infine messi ad incubare a2% éC

» Analisi microbiologiche:

le determinazioni microbiologiche hanno inclusccéaica mesofila totale (CMT) e
Salmonellaspp; i campioni sono stati periodicamente andidpgni 7 giorni), fino
a 123 giorni; dai campioni trasferiti in buste dansacher con 10 ml di PBS
(stomacher per 90”) si € proceduto ad allestiraidlbni logaritmiche in Buffered
Peptone Water (BPW) e infine alla semina in piadtrgylose lysine desoxcholate
(XLD) e agar e tryptic soy agar (TSA); dopo incubae (piastre XLD a 35°C per
24h; piastre di TSA a 25°C per 72h) si € proceduteffettuare le conte. I risultati
sono stati espressi in log CFU/m

Tutte le determinazioni sono state effettuate ippio.
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3) RISULTATI

3.1 Isolamenti

n.14 ceppi isolati da campioni di matrice alimeatprelevati durante le diverse fasi
di lavorazione sono stati identificati coniasteria monocytogenes (L.mylagli
ambienti di lavorazione sono stati isolati n.8 deplp L.m. L'identificazione
fenotipica e biomolecolare hanno dato risultatirapponibili;

n.78 ceppi sono stati identificati congeadi cui n.19 ceppi isolati da campioni di
matrice alimentare lungo la linea di produzione .B9nceppi dagli ambienti di
lavorazione; Anche pe3.a.l'identificazione fenotipica e quella biomolecadnanno
dato risultati sovrapponibili;

n.7 ceppi isolati da campioni di matrice alimentaherante le diverse fasi di

lavorazione sono stati identificati corBalmonellaspp.

3.1 Test di abbattimento microbico - FASE 1

Per quanto riguarda i test di decontaminazione @pono gassoso, nella prima
sperimentazione effettuata, i tempi di applicaziooglizzati sono risultati

insufficienti a determinare significative riduziomlella carica microbica. Nella
seconda Sperimentazione I'applicazione per tempigpd e 2 minuti non ha ridotto
significativamente la carica microbica mentre riduz significative  Log sono

state ottenute protraendo il trattamento per 5 enittuti. Non é stata evidenziata,
inoltre, una differenza statisticamente significatper i tempi di applicazione di 5 e

20 minuti.

3.3 Test di abbattimento microbico - FASE 2:

L' applicazione per tempi pari a 2, 5, 10 e 20 riiha determinato una abbattimento
della carica microbica pari a 0,5 Log; riduzionripa 1,5 Log sono state ottenute
protraendo il trattamento per 20 minuti; non e’tatavidenziata una differenza
statisticamente significativa per tempi di applicae di 2, 5 e 10 minuti e alle

diverse concentrazioni utilizzate (0,5 ppm; 2,5 ppm
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L’applicazione di ozono gassoso a concentraziomi @a2,5 ppm per 20’ hanno
determinato un abbattimento della carica microbia®.3 — 0.9.0g per gli isolati di

S.a; riduzioni pari a 1.9.0g sono state ottenute per gli isolatiLdin.

3.4 Test di abbattimento microbico - FASE 3:

Per S.ala riduzione media e stata di 0,8®g, con una maggior frequenza per
riduzioni di 1Log. Un solo ceppo si € discostato per avere unaiodezdi 0,3Log
(ATCC =1.5Lo0g; n. 1 ceppo=0.80g; n. 1 ceppo= 0.80g; n. 3 ceppi= 1.0Q);
perL.m la riduzione media e stata di 1,8g, con valori piu frequenti collocati per
1,5Log. Un ceppo ha mostrato una maggior resistenza alf@zevidenziando una
riduzione di 0,8.0g (ATCC=1.5Log; n. 1 ceppo=1.%0g; n. 1ceppo= 0.&0g; n.1
ceppo=1Log);

per Salmonellaspp. la riduzione media e stata di Q@), con 1Log quale risultato
piu frequentemente ottenuto. Un ceppo ha mostrata maggior resistenza
all’ozono, evidenziando una riduzione di @@g(n.1 ceppo= 0.20g; n.1ceppo= 1.3
Log; n.1 ceppo= 1og).

3.5 Test di espressione fenotipica di biofilm:

| risultati relativi alla produzione di biofilm, psessi in IPB, alle due temperature
saggiate sono riassunti nelle TABELLE da 4 a 1EieGRAFICI da 1 a 8 (FIGURE
12 — 13 — 14- 15).
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TABELLA 4: INDICE DI PRODUZIONE DI BIOFILM DI CEPPL.mA 37°C CARNA AVICOLA

37°C POLISTIRENE ACCIAIO
L. m. ATCC 19111 (Pollame) 0,372 0,271
L. m. (Carne avicola) 1,275 0,447
L. m. (Carne avicola) 0,362 0,529
L. m. (Carne avicola) 1,023 0,415
L. m. (Carne avicola) 0,406 0,558
L. m. (Carne avicola) 0,352 0,404
L. m. (Carne avicola) 0,359 0,460
BIOFILM MEDIO 0.629 0,468

GRAFICO 1
BIOFILM A 37T DI CEPPIL.m ISOLATI DA CARNE AVICOL A
1,4
12 ]
N |
o 08 @ POLISTIRENE
= 06" B ACCIAIO
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0,2
O T T T T T T
ATCC L.ma Lmb L.mc L.md Lme L.mf
1911
CEPPIL.m

54




TABELLA 5: INDICE DI PRODUZIONE DI CEPPI LM 37°C AMBIENTI LAVGRAZIONE

37°C POLISTIRENE ACCIAIO
L.m. ATCC 19111 0,372 0,271
L.m. A 0,437 0,306
L.m. B 0,666 0,340
L.m.C 0,130 0,228
L.m.D 0,211 0,348
L.mE 0,312 0,430
L.m.F 0,258 0,374
L.mG 0,276 0,589
L.m H 0,298 0,432
BIOFILM MEDIO 0.323 0,380

GRAFICO 2
BIOFILM A 37T DI CEPPIL.m ISOLATI DA AMBIENTI DI
LAVORAZIONE CARNI AVICOLE
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FIGURA 12 Microscopio elettronico a scansione (SEM): immagie biofilm di L.m a 37°C su
polistirene

(Vergaraet al 2009)

FIGURA 13 Microscopio elettronico a scansione (SEM): immagied biofilm di L.m a 37°C su
acciaio

(Vergaraet al 2009)



TABELLA 6: INDICE DI PRODUZIONE DI BIOFILM (IPB) DEI CEPPI DL.m ISOLATI DA
CARNE AVICOLA ALLA TEMPERATURA DI 12°C

12°C POLISTIRENE ACCIAIO
L. m. ATCC 19111 (Pollame) 0,121 0,085
L. m. (Carne avicola) 0,095 0,240
L. m. (Carne avicola) 0,028 0,133
L. m. (Carne avicola) 0,096 0,183
L. m. (Carne avicola) 0,120 0,217
L. m. (Carne avicola) 0,073 0,143
L. m. (Carne avicola) 0,122 0,204
BIOFILM MEDIO 0.089 0.186

GRAFICO 3
BIOFILM A 12T DICEPPIDIL.m ISOLATI DA CARNE AVl COLA
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TABELLA 7: INDICE DI PRODUZIONE DI BIOFILM (IPB) DEI CEPPI DL.m ISOLATI DA
AMBIENTI DI LAVORAZIONE ALLA TEMPERATURA DI 12°C

12°C POLISTIRENE ACCIAIO
L.m. ATCC 19111 0,121 0,085
L.mA 0,060 0,170
L.mB 0,053 0,206
L.m.C 0,068 0,142
L.mD 0,036 0,196
L.mE 0,068 0,142
L.m.F 0,069 0,161
L.mG 0,050 0,094
L.mH 0,039 0,103
BIOFILM MEDIO 0,114 0,151
GRAFICO 4

BIOFILM A12 T DI CEPPI L.m ISOLATI
DA AMBIENTE DI LAVORAZIONE CARNI AVICOLE
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FIGURA 14 Microscopio elettronico a scansione (SEM): immagieé biofilm di L.m a 12°C su
polistirene

(Vergaraet al 2009)

FIGURA 15 Microscopio elettronico a scansione (SEM): immagiet biofilm di L.m a 12°C su

acciaio

(Vergaraet al 2009)
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TABELLA 8: INDICE DI PRODUZIONE DI BIOFILM (IPB) DEI CEPPI DIS.alISOLATI DA
CARNE AVICOLA ALLA TEMPERATURA DI 37°C

37°C POLISTIRENE ACCIAIO
ATCC 29213 0,103 0,102
ATCC12228 0,294 0,149
S.epidermidis
Sal 0,276 0,262
Saz2 0,200 0,245
S.a.3 0,236 0,159
S.a4 1,019 0,198
S.ab 0,352 0,182
BIOFILM MEDIO 0,416 0,209

GRAFICO 5
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TABELLA 9: INDICE DI PRODUZIONE DI BIOFILM (IPB) DEI CEPPI DIS.alISOLATI DA
CARNE AVICOLA ALLA TEMPERATURA DI 12°C

12°C POLISTIRENE ACCIAIO
ATCC 29213 0,056 0,094
ATCC 12228
S.epidermidis 0,111 0,097
Sal 0,178 0,108
Saz? 0,140 0,130
Sa3 0,150 0,050
Sa4d 0,024 0,042
Sa.5 0,042 0,027
BIOFILM MEDIO 0,106 0,071
GRAFICO 6
BIOFILM A12°C DI CEPPI S.a ISOLATI DA CARNIAVICO LE
0,2
0,18 —
i >
0 1% @ POLISTIRENE
o % mACCIAIO
i
14
o N \ ) ™ 15}
o PO N ® %® ® o
Q)(J ‘§Z:\
N Q
S 2
%
K
W CEPPI S.a

61



TABELLA 10: INDICE DI PRODUZIONE DI BIOFILM (IPB) DEI CEPPI DIS.alSOLATI DA
AMBIENTI DI LAVORAZIONE ALLE TEMPERATURA DI 12°C

12°C POLISTIRENE ACCIAIO
ATCC 29213 S.a 0,056 0,094
ATCC 12228 S.epidermidis 0,111 0,097
Sal 0,133 0,138
Sa?2 0,042 0,062
Sa3 0,038 0,048
Sa4 0,037 0,089
Sab5 0,022 0,051
Sab 0,055 0,123
Sa7 0,054 0,073
S.a8 0,007 0,014
Sa9 0,031 0,027
S.al0 0,148 0,053
Sall 0,168 0,100
Sal2 0,002 0,030
S.al3 0,070 0,055
Sal4d 0,054 0,057
S.a 15 0,049 0,024
S.al6 0,181 0,073
Sal7 0,046 0,070
S.al8 0,046 0,101
Sal9 0,126 0,133
S.a 20 0,049 0,114
Saz2l 0,202 0,156
S.a 22 0,057 0,042
S.a23 0,182 0,172
Saz24 0,060 0,038
S.a 25 0,036 0,021
S.a 26 0,086 0,052
S.a 27 0,146 0,073
S.a28 0,040 0,021
S.a29 0,039 0,058
S.a 30 0,054 0,018
Sa3l 0,126 0,085
S.a 32 0,141 0,106
S.a33 0,188 0,104
Biofilm medio 0,082 0,072
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GRAFICO 7

BIOFILM A 12°C DI CEPPI S.a ISOLATI DA AMBIENTE DI

LAVORAZIONE CARNI AVICOLE O POLISTIRENE
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TABELLA 11: INDICE DI PRODUZIONE DI BIOFILM (IPB) DEI CEPPI DS.alSOLATI DA
AMBIENTI DI LAVORAZIONE ALLE TEMPERATURA DI 37°C

37°C POLISTIRENE ACCIAIO
ATCC 29213 S.a 0,103 0,102
ATCC 12228 S.e 0,294 0,149
Sal 0,130 0,275
Sa?2 0,080 0,060
Sa3 0,108 0,081
Sa4 0,214 0,404
S.ab5 0,290 0,348
S.a6 0,278 0,360
Sa’ 0,220 0,269
S.a8 0,109 0,143
Sa9 0,262 0,225
S.al0 0,213 0,065
Sall 0,316 0,059
Sal2 0,352 0,071
S.al3 0,339 0,185
Sal4 0,229 0,133
S.al5 0,384 0,153
S.al6 0,262 0,112
S.al7 0,224 0,082
S.al8 0,300 0,214
Sal9 0,228 0,136
S.a 20 0,118 0,202
S.a?2l 0,463 0,275
S.a22 0,188 0,087
S.a?23 0,381 0,155
S.az24 0,136 0,050
S.a 25 0,529 0,117
S.a 26 0,296 0,060
S.a 27 0,330 0,158
S.a 28 0,228 0,070
S.a?29 0,155 0,058
S.a 30 0,128 0,128
S.a3l 0,339 0,020
S.a32 0,450 0,251
S.a33 0,514 0,121
Biofilm medio 0,266 0,161
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3.6 Test di

trattamento con o0zono

espressione fenotipica di biofiilm dopo

| risultati relativi alla produzione di biofilm deeppi di L.m e S.a, espressi in IPB,

alle due temperature saggiate dopo trattament@zono sono riassunti nelle

TABELLE 12 E 13 e nel GRAFICO 9

TABELLA 12 :INDICE DI PRODUZIONE DI BIOFILM (IPB) DEI CEPPI DL.m ISOLATI DA
CARNE AVICOLA DOPO TRATTAMENTO CON OZONO ALLA TEMPRATURA DI 12°C SU

ACCIAIO
NON TRATTATI CON |ABBATIMENTO CON
CEPPI TRATTATI 03 03

L.m 76-TE 45

(ATCC 19111) 0,085 0,026 1.5L0G

Lm 83-TE 92 0,143 0,064 1.5L0G

Lm 84 —TE 91 0,217 0,110 1L0G
Lm 105 — TE 86 0,240 0,115 0.8LOG

BIOFILM MEDIO 0,171 0,079
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TABELLA 13 : INDICE DI PRODUZIONE DI BIOFILM (IPB) DEI CEPPI DS.aISOLATI DA
CARNE AVICOLA DOPO TRATTAMENTO CON OZONOALLA TEMPERATURA DI 12°C SU
ACCIAIO

TRATTATI CON |ABBATTIMENTO CON
CEPPI NON TRATTATI 03 03
S.a 202
(ATCC 29213) 0,018 0,020 1.5LOG
S.a 226 0,050 0,049 1LOG
S.a 205 0,042 0,040 1LOG
S.a 209 0,064 0,051 1LOG
S.a225 0,130 0,055 0.3LOG
S.a 206 0,047 0,035 0.8LOG
BIOFILM MEDIO 0,103 0,057

67



GRAFICO 9
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3.7 Test di sopravvivenza e persistenza @almonella spp.

sui materiali a contatto con le carni di pollame

| risultati relativi ai test di sopravvivenza e pistenza diSalmonellasui diversi
materiali usati nepackagingdelle carni di pollame alle due temperature saggiat
(25°C e 4°C) sono epressi nelle TABELLE 14 E 1®eGRAFICI 10 e 11.

TABELLA 14: SALMONELLA SPP. (MEAN + STANDARD DEVIATION; LOG CFUCM? SUI

DIVERSI SUBSTRATI (A=SACCO PER IL VUOTO; B=PELLICOA ALIMENTI,
C=ALLUMINIO; D=CARTONE; E=CARTA DA BANCO) INCUBATIA 25°C PER 123 GIORNI
SUBSTRATI
GIORNI
A B D E

0 2.95%0.32 2.79+0.26 2.80+0.16 227+0.14 824.18
4 4.48 £0.48 3.69 +2.05 5.04 £ 0.94 191+1.94 .105-0.93
11 4.20+£0.08 4.70£0.57 5.67 £0.25 155+1.26 |5.39+0.73
18 4.64 £1.39 4.64+0.70 5.24 £ 0.5] 216+167 |3.33+x2.74
25 411231 3.51+1.94 4.86 +0.26 1.73+£156 |5.74+0.53
32 2.93+2.60 257232 5.00 £0.75 266180 |5.96+0.49
39 3.08+2.31 4.33+0.88 4.53+0.16 220+169 | 586+0.76
46 2.84 +1.66 4.09+1.13 4.70+0.78 <1.07+1.51| 4.40+£2.40
53 3.50+1.99 2.38+2.23 4.61 +0.62 1.81+1.69 |5.65+0.68
60 3.19+1.65 4.18 +0.40 4.99 +0.55 1.74+£099 |537=+0.67
67 2.98 £2.05 298+131 4.64 +0.45 1.68+0.26 | 5.63+0.42
74 3.69 +0.62 2.89+0.68 4.94 +£0.50 1.74+0.99 | 5.83+0.58
81 4.66 £ 0.65 3.89+0.55 4.38 £0.65 1.68+1.03 | 5.22+0.82
88 4.18 +0.94 3.32+0.64 4.20+0.70 091+1.29 |5.18+0.32
123 244 +1.69 2.23+2.07 3.99 £ 0.55 <0.8291.0 | 4.79+£0.70
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TABELLA 15: SALMONELLA SPP. (MEAN + STANDARD DEVIATION; LOG CFUCM?) SUI

DIVERSI

SUBSTRATI

(A=SACCO PER

IL VUOTO;

B=PELLICOA ALIMENTI;

C=ALLUMINIO; D=CARTONE; E=CARTA DA BANCO) INCUBATI A 4°C PER 123 GIORNI

SUBSTRATI

GIORNI

A B C D E
0 2.95+0.32 2.79+0.26 2.80£0.16 2.27+0.14 .482: 0.18
4 1.73+0.65 2.06 £ 0.62 2.17 £ 0.50 <-0.35+0.12| 2.28 +0.27
11 0.10+0.41 <-0.19+0.24 0.14+0.42 <-0.40 20t10.17
18 <-0.35%+0.12| <-0.17+0.38 <-0.40 <-0.40 <-0400.26
25 <-0.25%+0.37| <-0.27+0.21 <-0.12+0.25 <-0#$38.12 <-0.17 £0.38
32 0.78£0.84 <-0.40 <-0.40 1.54+2.13 <-0.40
39 <-0.40 <-0.40 <-0.40 <-0.40 <-0.40
46 <-0.40 0.36 +1.22 <-0.27+0.21 <-0.40 0.20480
53 <-0.40 <-0.40 <-0.40 <-0.40 0.10+0.25
60 <-0.40 <-0.40 <-0.40 <-0.40 <-0.30 £ 0.25
67 <-0.40 <-0.40 <-0.30+0.16§ <-0.40 0.13+£0.67
74 <-0.40 <-0.40 <-0.40 <-0.40 0.14+0.45
81 <-0.40 <-0.40 <-0.40 <-0.40 <-0.32 +0.19
88 <-0.20+0.49| <-0.40 <-0.40 <-0.40 <-0.32 +0.19
123 <-0.30£0.25| <-0.40 <-0.30+0.16 <-0.40 <@.4
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CONCLUSIONI

L’'uso di trattamenti di decontaminazione € ostetggékalla politica comunitaria sulla
sicurezza alimentare, in quanto si ritiene di damsistere sulla corretta applicazione
delle buone norme di produzione (GMP) e di altstesini di gestione della sicurezza
degli alimenti (HACCP).

Nonostante la maggiore responsabilizzazione e résoiuto coinvolgimento degli
operatori del settore alimentare (OSA); per tallimee produttive, quali quella della
lavorazione del pollame, gli sforzi messi in attediante una puntuale applicazione
e implementazione delle GMP, delle procedure dretta prassi igienica (GHP) e
dei piani HACCP, non sono, sempre, in grado diiferaufficienti garanzie igienico-
sanitarie. Tale problematica ha accresciuto, partdiesigenza da parte degli OSA
di trovare sistemi alternativi per la garanzia aeBalubrita e della qualita
microbiologica delle carni avicole.

E’ importante sottolineare, inoltre, che || Regoknto CE n. 854/2004 fornisce le
basi legali per l'utilizzo di sostanze diverse @aua potabile e/o pulita, ma
l'autorizzazione di qualsiasi sostanza e/o trattamaliverso dall’acqua potabile,
deve necessariamente comportarne la valutaziolieffiehcia e della sicurezza, ed
essere basata sull’analisi del rischio.

Allo stato attuale, dati in letteratura su trattamneli decontaminazione mediante
I'applicazione dell'ozono in fase gassosa in digecencentrazioni sono scarsi e/o
frammentari.

| risultati ottenuti nel corso della presente rezedimostrano che il trattamento con
0zono gassoso, in linea generale, si e dimostratados nel determinare un
abbattimento microbico di batteri potenzialmentetogani quali Listeria
monocytogengsStaphylococcus aurewsSalmonella spp

In particolare, utilizzando 0zono gassoso a tempomcentrazioni applicabili nelle
realta produttive, la riduzione media e statal¢® Log; 0,82 Loge 0,8 Log
rispettivamente petisteria monocytogenesStaphylococcus aureus Salmonella
spp. In accordo ad altri autori, inoltre, i singoli @pdi una stessa specie hanno
mostrato un abbattimento microbico variabile.

Difficile € risultata una comparazione con i dastrapolati dalla bibliografia

nazionale ed internazionale a causa delle diverstie modalita di applicazione
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(ozono in fase acquosa 0 gassosa), dei tempi disespne all'ozono e delle
concentrazioni utilizzate nel corso delle varierspentazioni effettuate.

Alla luce dei risultati ottenuti & possibile congdére che il ricorso all'ozono in fase
gassosa per ridurre il numero e/o la prevalenzanidrorganismi patogeni quali
Listeria  monocytogenesStaphylococcus aureus Salmonella spp.pud essere
considerato come una misura supplementare, e ofgata non sostitutiva, rispetto
all'applicazione e all'implementazione delle GMP.

Per quanto riguarda i test di espressione fenatidicbiofilm, dai risultati ottenuti
viene confermata la capacita ldsteria monocytogenes Staphylococcus aureud
aderire e produrre biofilm sui substrati comuneraemhpiegati nelle industrie
alimentari, indipendentemente dalla temperaturaidenata. In accordo con quanto
riportato da altri autori, i ceppi esibiscono comtpmenti variabili durante il
processo di formazione del biofilm. La temperatirarescita, il substrato e il ceppo
esaminato sono le 3 variabili in funzione dellelgsanota la differenza di sviluppo
di biofilm. Il biofilm prodotto dalListeria monocytogenesembra tendenzialmente
essere maggiore rispetto a quello prodott&Gtphylococcus aureubk particolare,
le indagini effettuate a 12°C mostrano una maggatidudine dei ceppi diisteria
monocytogenegesaminati a produrre biofilm sull’acciaio inox fitasto che sul
polistirene. | ceppi diStaphylococcus aureudnvece, sembrano mostrare una
maggiore attitudine a produrre biofilm sul polistie per entrambe le temperature
considerate.

Il valore medio di produzione di biofilm, inoltreia perListeria monocytogeneshe
per Staphylococcus aureusrisultato inferiore nei ceppi sottopossteessossidativo
rispetto a quelli non trattati. Per una maggiomgnigicativita dei risultati ottenuti
bisognerebbe, comunque, ampliare il numero deiiadggottoporre a questo tipo di
analisi.

In linea generale, I'ozono in fase gassosa pendaastivita microbicida nei confronti
dei principali patogeni e per la sua azione inattte sulla produzione di biofilm,
potrebbe essere impiegato come metodo di disindezialegli ambienti di
lavorazione. E’ doveroso sottolineare che in quéstio caso i parametri di
trattamento devono essere, necessariamente, adatlat diverse condizioni

ambientali delle realta produttive considerate.

73



| risultati ottenuti dallo studio sul rischio midrologico rappresentato dealmonella
spp. e legato ai materiali impiegati nelackagingdelle carni di pollame hanno
dimostrato come Salmonella spp.riesca a sopravvivere sui materiali di
confezionamento comunemente utilizzati dalle indeisdel settore per un periodo
piuttosto lungo.

In particolare, sull’alluminio e sulla carta da bana 25°C, le conte del
microrganismo, dopo 123 giorni, sono state dilleg CFU/cnt pill elevate rispetto
al livello iniziale (2-3Log CFU/cnf); mentre sul sacco per il vuoto, la pellicola per
alimenti e il cartone sono state da 0.5 al'h§ CFU/cnf piu basse rispetto al livello
iniziale.

Al contrario,Salmonella sppdecresce rapidamente su tutti i substrati stoecdfiC,
raggiungendo valori al di sotto della soglia devibilita del metodo dopo 39 giorni
sul cartone, 53 giorni sulla pellicola per alimeatil23 giorni sulla carta da banco;
tuttavia, bassi livelli di sopravvivenza sono staiscontrati dopo 123 giorni
sull’alluminio e sul sacco per il vuoto.

La sopravvivenza dBalmonella sppsui materiali comunemente impiegati per il
confezionamento delle carni di pollame non é dtosatutare. Le confezioni, infatti,
potrebbero rappresentare delle fonti di cross/coimazione.

Sebbene il rischio di cross/contaminazione potredgsere basso, i risultati di questo
studio dimostrano che il materiale di confezionatoepotrebbe essere implicato
nella trasmissione dBalmonella sppe rappresentare, quindi, un rischio per i
consumatori soprattutto in ambito domestico.

In conclusione, & necessario condurre indagini ppprofondite sul rischio
microbiologico legato ai diversi materiali utilizzgper il confezionamento degli
alimenti al fine di comprendere pienamente il rudéoessi svolto nella trasmissione

di malattie alimentari.
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