
Italian Journal of Food Safety, Vol. 1 N. 5 Settembre 2012 

23 

ISOLAMENTO DI ESCHERICHIA COLI DA LINFONODI DI 
CARCASSE BOVINE E RICERCA DEL GENE HLYA 
TRAMITE PCR 

Isolation of Escherichia coli from lymph nodes of bovine carcasses and detec-
tion of hlyA gene with PCR 

Sechi P.*, Cambiotti V., Parmegiani S., Baldinelli C., Iulietto M.F., Cenci Goga B. 

*Corresponding author. Tel: (+39) 075 585 7929; Fax: (+39) 075 585 7929. E-mail: cencigog@unipg.it 
Master «Sanità pubblica veterinaria e igiene degli alimenti», Università degli Studi di Perugia 

ABSTRACT 

A potential source of pathogenic bacteria in ground beef is the lymphatic system, specifically the lymph 
nodes. The objective of the current study was to determine the prevalence of Escherichia coli in bovine 
lymph nodes. Bovine lymph nodes (n = 200) were collected from 100 carcasses at a commercial slaugh-
terhouse. 192 lymph nodes sampled were obtained from 96 regular slaughter, and the remainder 8 were 
obtained from 4 emergency slaughter. Subiliaci lymph nodes were collected for this study. E. coli preva-
lence in the lymph node samples was high, with an overall prevalence of 59.00%. Lymph nodes from 
emergency slaughter carcasses had a higher prevalence (75.00%) of E. coli than did those from regular 
slaughter carcasses (58.33%). hlyA gene was never detected. 
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INTRODUZIONE 

La contaminazione delle carni da parte di bat-
teri è responsabile di diverse migliaia di malat-
tie alimentari ogni anno negli Stati Uniti (T. M. 
Arthur, et al., 2008). Il principale mezzo per ri-
durre e prevenire questo tipo di malattia consi-
ste nell'identificare le fonti di contaminazione e 
minimizzarle o rimuoverle dal processo produt-
tivo. Le pelli bovine sono state costantemente 
considerate come la principale fonte di patogeni 
che contaminano le carcasse. Alla luce di queste 
considerazioni, sono state proposte varie forme 
di interventi antimicrobici prima e dopo la ma-
cellazione (Antic, Blagojevic, & Buncic, 2011; 
Joseph, Xiangwu, Matthew, Dell, & Moham-
mad, 2005; Nou, et al., 2003; Terrance M. Ar-
thur, et al., 2007). Queste azioni sono effettuate 
nelle strutture di lavorazione delle carni e risul-
tano efficaci nel ridurre la contaminazione della 
carcassa. Tuttavia, anche dopo la realizzazione 
di questi interventi, batteri patogeni possono 
ancora essere isolati da alimenti quali la carne 
macinata: questo molto probabilmente eviden-
zia esistono altre fonti di contaminazione. Una 
possibile fonte di batteri patogeni per la carne 
bovina è il sistema linfatico ed in particolare i 

linfonodi (T. M. Arthur, et al., 2008; Barkocy-
Gallagher, et al., 2003; Bonardi, Foni, Chiappo-
ni, Salsi, & Brindani, 2007; Bosilevac, et al., 
2004; Sofos, et al., 1999). Il sistema linfatico è 
coinvolto nelle funzioni immunitarie agendo con 
un meccanismo di filtrazione in grado di seque-
strare batteri, virus e altri agenti estranei 
all'organismo al fine di permettere l'eventuale 
distruzione da parte dei linfociti. Esistono di-
verse segnalazioni relative a batteri isolati dai 
linfonodi di bovini al macello. In uno tra i primi 
studi, sono state isolate numerose specie di bat-
teri nei linfonodi di bovino, asportati dalla re-
gione della coscia e del collo (Lepovetsky, Wei-
ser, & Deatherage, 1953). Sofos et al. hanno ri-
ferito una conta superiore a 1,000 CFU/g su 
piastre aerobie da un quarto di linfonodo man-
dibolare e parotideo ma non è stata identificata 
Salmonella in nessuno dei linfonodi campionati. 
In due studi, condotti in Australia negli anni 
‘70, Salmonella è stata isolata da numerosi lin-
fonodi meseraici, in particolare dai linfonodi ce-
cali e digiunali (Samuel, O’Boyle, Mathers, & 
Frost, 1979; Samuel, O’Boyle, Mathers, & Frost, 
1980). Samuel e al. notarono che nonostante 
Salmonella venisse isolata frequentemente dai 
linfonodi cecali e digiunali, quest'ultima non 
veniva mai rinvenuta dai linfonodi duodenali 
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dei medesimi animali (Samuel, et al., 1979). 
Queste e altre considerazioni simili spingono i 
ricercatori a concludere che una significativa 
diffusione di Salmonella attraverso i linfonodi 
meseraici non si realizzi (T. M. Arthur, et al., 
2008; Cenci-Goga, et al., 2007; Anonymous, 
2009). Molte delle ricerche effettuate finora si 
sono occupate dei linfonodi meseraici, i quali 
non si ritrovano nella carne macinata. I linfo-
nodi meseraici vengono scartati al momento 
dell'eviscerazione perciò non rappresentano al-
cun rischio per la sicurezza alimentare. Nume-
rosi altri linfonodi, immersi nel tessuto adiposo 
della carcassa, possono invece finire nei ritagli 
usati per la produzione di carne macinata. L'o-
biettivo del presente studio è quello di determi-
nare la prevalenza di Escherichia coli isolati da 
linfonodi bovini potenzialmente destinati alla 
produzione di carne macinata. 

MATERIALI E METODI 

Raccolta dei campioni. I linfonodi bovini so-
no stati raccolti da carcasse di animali dei due 
sessi e di età compresa tra i 18 e i 24 mesi in un 
impianto commerciale, da Aprile a Luglio 2012. 
I linfonodi sono stati raccolti dal fianco. I linfo-
nodi di questa regione sono stati utilizzati per 
questo studio perché fanno parte dei tessuti che 
possono essere utilizzati nella produzione di 
carne macinata. Il linfonodo subiliaco è stato 
ottenuto dal fianco. I linfonodi, 96 coppie da 96 
carcasse di animali macellati regolarmente e 4 
coppie da 4 animali macellati d’emergenza, sono 
stati asportati dopo il raffreddamento della car-
cassa. I linfonodi di ciascun animale sono stati 
raccolti da entrambe le mezzene, trasferiti in 
buste sterili e inviati al laboratorio in contenito-
ri refrigerati. Preparazione dei campioni. 
All'arrivo in laboratorio, il grasso in eccesso e la 
fascia sono stati asportati da ogni linfonodo che 
è quindi stato sterilizzato superficialmente pre-
vio passaggio su fiamma per 3 secondi in movi-
mento continuo. Ciascun linfonodo è stato ta-
gliato in frammenti con un bisturi sterile. I pez-
zi di linfonodi sono quindi stati collocati in bu-
ste per stomacher ed omogeneizzato in Stoma-
cher 400 (PBI, Milano) prima dell’allestimento 
delle diluizioni. Ricerca di E. coli. Sono state ef-
fettuate diluizioni decimali in acqua peptonata 
(PW Difco, Detroit, MI, USA) ed è stata usata la 
norma ISO 16649-1,2 (2001) con terreno TBX 
(Oxoid, Basingstoke, UK). Analisi dei dati. Per 
l’analisi dei dati è stato usato il test esatto di 
Fisher con software Graph Pad InStat 3 
(http://www.graphpad.com). PCR. Per la rileva-
zione dei determinanti genetici che codificano 
per i principali fattori di virulenza, il DNA è 
stato estratto dalle colonie isolate, cresciute su 
agar sangue attraverso la tecnica della bollitu-

ra: alcune colonie sono state prelevate e stem-
perate in 1 ml di PBS. La sospensione è stata 
centrifugata a 13,000 rpm per 7', quindi è stato 
eliminato il sovranatante ed il pellet, contenen-
te i batteri, è stato risospeso in 100 µl di acqua 
bidistillata sterile e sottoposto a bollitura per 
10'. Il DNA è stato recuperato previa centrifu-
gazione per 2' a 13,000 rpm, quindi conservato a 
–20°C fino al momento della amplificazione. Le 
condizioni iniziali della miscela di reazione pre-
vedevano i reagenti nelle seguenti concentra-
zioni finali: buffer di reazione 1X, 3 mM MgCl2, 
4 U di AmpliTaq Dna, 200 µM dNTP, 2mM di 
ciascun primer (MWG), per un volume totale di 
reazione di 50 µl comprendenti 2 µl del DNA 
dell’isolato. La reazione di PCR è stata effettua-
ta in un Thermocycler Gene Amp, PCR System, 
9700 Gold (Applied Biosystem). Per rilevare la 
reazione di PCR, gli amplificati sono stati ana-
lizzati mediante corsa elettroforetica su gel di 
agarosio al 2% contenente bromuro di etidio 
(0,5µg/ml); sono stati caricati 10 µl di ogni cam-
pione PCR con 2 µl di loading buffer 6X (Fer-
mentas-VWR- Italia) e 5 µl di marker-PCR co-
me DNA di riferimento (Fermentas-VWR- Ita-
lia); la corsa è stata effettuata ad un voltaggio 
di 100V per circa 1 ora in TBE 1X (Trizma base, 
Acido Borico, EDTA 0.5M pH 8). Al termine del-
la corsa le bande sono state visualizzate con il 
transilluminatore a raggi UV (Fotodine 3-3102 
Celbio). Condizioni di amplificazione: primer 
hly-f acg atg tgg ttt att ctg ga; hly-r ctt cac gtg 
acc ata cat at, amplificato 165 bp, 95°C per 3’; 
95°C per 20’’, 58°C per 40’’, 72°C per 90’’ (35 ci-
cli) e 72°C per 5’. 

RISULTATI 

I risultati sono mostrati nella Tabella 1. Di 200 
linfonodi bovini, prelevati da 100 carcasse, 192 
linfonodi campionati sono stati ottenuti da 96 
macellazioni regolari, e i rimanenti 8 sono stati 
ottenuti da quattro macellazioni d'urgenza. La 
prevalenza di E. coli in campioni linfonodali è 
stata elevata, con una prevalenza globale del 
67,12%. I linfonodi da carcasse di macellazione 
d'urgenza avevano una prevalenza del 75,00%, 
mentre quelli delle carcasse di macellazioni re-
golari del 58,33%. In nessun campione analizza-
to è stato evidenziato il gene hlyA codificante 
per l’entero-emolisina. 

DISCUSSIONE 

I nostri risultati, sebbene preliminari (la ricerca 
sarà conclusiva dopo un anno di raccolta cam-
pioni e dopo il raggiungimento di 1000 campio-
ni) indicano che la presenza di E. coli nei linfo-
nodi che restano nella carcassa dopo la toeletta-
tura possono rappresentare un’importante fonte 



Italian Journal of Food Safety, Vol. 1 N. 5 Settembre 2012 

25 

di contaminazione delle carni, soprattutto se 
queste sono usate per la produzione di carne 
macinata. Sebbene la prevalenza appaia mag-
giore in carcasse provenienti da macellazioni 
d’emergenza, il test esatto di Fisher, a causa 
dell’esiguità dei campioni non ha mostrato dif-
ferenze significative. In un recente studio Cob-
bold (Anonymous, 2009) ha generato dati sui 
livelli tipici della contaminazione batterica nei 
linfonodi della testa e del torace di bovini. I bat-
teri sono stati isolati da pool di linfonodi raccolti 
da 534 bovini. La prevalenza di E. coli era del 
57% nei linfonodi della testa e del collo e del 
75% della pancia. Geni shiga like di E. coli sono 
stati rilevati nel 3,8% dei campioni (7,3% dei 
bovini) e sono stati isolati due E. coli O157: H7 
(ciascuno da un animale diverso). Questi risul-
tati sono coerenti con uno studio analogo negli 
Stati Uniti (Sofos, et al., 1999) che ha isolato E. 
coli anche da linfonodi della testa. Il nostro stu-
dio sta dimostrando che il livello di contamina-
zione dei linfonodi va tenuto in considerazione, 
anche alla luce dell’imminente revisione delle 
procedure per l’ispezione post mortem delle 
carni. 
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Tabella 1. Prevalenza di linfonodi positivi in carcasse di animali provenienti da macellazione ordinarie 
e d’urgenza. 

 
 
  


