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Abstract

The aim of the present study was to evaluate
the microbiological quality of hot beverages
dispensed by vending machines (VMs). The
study was carried out on 203 samples from 15
VMs located in 5 Army barracks in Messina.
The samples included: water used for prepara-
tion of beverages, swab of water tank, swab of
blender machine, chocolate powder, milk pow-
der, cappuccino and chocolate drink (29 sam-
ples for each types). All samples were exam-
ined for total bacterial count (TBC), coliforms,
Escherichia coli, enterococci, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Clostri-
dium perfringens, Aeromonas spp., Salmonella
spp. and Listeria monocytogenes. For the water
samples the colony count (CC) at 22°C and at
37°C was made. The average values of CC at
22°C and at 37°C were of 10.86x10%+8.72x10?
CFU/mL and of 21.72x102+16.44x10% CFU/mL,
respectively. P aeruginosa, coliform bacteria, S.
aureus, E. coli and molds were detected from
water. The TBC ranged from 176 CFU/g
(£275.2) for chocolate powder to 294.8+69.4
CFU/g for milk powder. S. aureus and molds
were isolated from milk powder, while col-
iforms, E. coli and S. aureus were observed in
chocolate powder. The average TBC for hot
beverages ranged from 34.32x10°+97.77x10?
CFU/mL for cappuccino to 36.59x103+£10.47
x10* CFU/mL for chocolate drink. Coliforms, E.
coli, enterococci and molds were detected from
cappuccino, while enterococci and molds were
observed in chocolate drink. The microbiologi-
cal characteristics of the water and powders,
hygiene, and the periodic cleaning of
machines, influenced the microbiological qual-
ity of the hot beverages dispensed by VMs.

Introduzione

Comparsi per la prima volta in Italia all’ini-
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zio negli anni Cinquanta, i distributori auto-
matici (DA) furono importati dagli Stati Uniti
per la distribuzione di bibite imbottigliate e
solo dopo un decennio furono messe a punto le
prime macchine in grado di erogare il caffé
espresso. Nel corso degli anni, grazie alla note-
vole praticita d’uso unita alle diverse abitudini
alimentari, si & osservato un crescente aumen-
to di tali apparecchiature nei posti di lavoro,
nelle scuole, nelle mense, negli ospedali, ecc.,
unitamente a una notevole diversificazione
delle apparecchiature e dei prodotti erogabili. I
DA oggi sono, infatti, capaci di erogare una
grande varieta di bevande, confezionate e non,
e di alimenti solidi, che vanno dallo snack
mantenuto a temperatura di refrigerazione
sino alla pizza appena sfornata. La maggior
parte di tali apparecchiature e costituita
comunque da dispensatori di caffée espresso e
di bevande solubili (the, latte, cioccolata calda,
ecc.) e possono essere inoltre distinte in auto-
matiche e semiautomatiche. Queste ultime
richiedono, rispetto alle automatiche, una
maggiore interazione con I'utilizzatore, il
quale deve scegliere la cialda di proprio gradi-
mento, inserirla nell’apposito spazio e predi-
sporre il bicchiere in attesa dell’erogazione
della bibita, inoltre deve provvedere a ricarica-
re il serbatoio dell’acqua. Nei distributori auto-
matici, invece, le bevande sono prodotte a par-
tire da caffe in grani o da polveri solubili, con-
servate separatamente in appositi contenitori,
e miscelati con I'acqua solo al momento della
selezione. La bevanda viene infine raccolta in
bicchiere di plastica alimentare usa e getta, e
come tale € servita all'utente. Dalla letteratura
scientifica, in verita non molto numerosa
(Hall, 2008; Hunter e Burge 1986; Vallone e
Bonomi, 2011; White et al,, 2010), sulla qualita
microbiologica delle bevande erogate da distri-
butori automatici sembra emergere una note-
vole variabilita condizionata, principalmente,
dalla qualita microbiologica dell’acqua impie-
gata e delle polveri che entrano nella composi-
zione delle bevande nonché dall’igiene e dalla
pulizia dei DA. Il grado di contaminazione delle
bevande erogate potrebbe essere inoltre
influenzato dall'intervallo di tempo che inter-
corre tra due pulizie successive, la tipologia di
disinfettante impiegato, dal tipo piu o meno
complesso di apparecchiatura, nonché dalla
varieta di bevande distribuite, dall’acidita e dal
dosaggio delle materie prime. Scopo della pre-
sente ricerca € stato quello di contribuire alla
conoscenza dei fattori che influiscono sulla
qualita microbiologica di bevande calde eroga-
te da dispensatori automatici.

Materiali e Metodi

Lattivita di campionamento ¢ stata condotta
nel dicembre del 2010 su un totale di 15 DA di
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bevande presenti presso vari reparti delle 5
caserme della Brigata Meccanizzata Aosta
dell’Esercito Italiano della citta di Messina.

I suddetti distributori appartenevano tutti
alla medesima ditta. Per ogni distributore si
procedeva al prelievo, in contenitori sterili,
dell’acqua utilizzata per la reidratazione delle
bevande contenuta al loro interno in serbatoi
di plastica. Sulle superfici interne di tali serba-
toi e sul tubo del sistema di aspirazione del-
I'acqua veniva, inoltre, effettuato un tampone
(denominato tampone acqua). Seguiva il pre-
lievo delle polveri di latte e cioccolato e delle
rispettive bevande reidratate indicate come
cappuccino e bevanda al cioccolato. Infine, si
effettuava un tampone sulle superfici interne
del miscelatore e del beccuccio dell’erogatore
che erano comuni ad entrambe le bevande pre-
levate (denominato fampone miscelatore).

Le medesime procedure di campionamento
venivano ripetute a distanza di una settimana,
al fine di permettere alla ditta responsabile di
effettuare eventuali operazioni di pulizia ordi-
naria/straordinaria, ottenendo complessiva-
mente 203 campioni. Nel corso del secondo
campionamento si rilevava la temperatura di
erogazione delle bevande e dell’acqua di lavag-
gio, al fine di stimare rispettivamente I'even-
tuale influenza della temperatura sulla qualita
microbiologica delle bevande e il grado di effi-
cienza del sistema di lavaggio.

Tutti i campioni venivano immediatamente
refrigerati e trasportati presso i laboratori
della Sezione di Ispezione degli Alimenti di
Origine Animale del Dipartimento di Scienze
Veterinarie di Messina.

In base alla tipologia di campione si proce-
deva, secondo le metodiche ufficiali o le comu-
ni tecniche di laboratorio, alla determinazione

OPEN 8ACCESS



\‘?press

quantitativa e/o alla ricerca dei seguenti para-
metri: i) Campioni acqua: conteggio delle colo-
nie su agar a 22°C e a 37°C (ISS A 004A rev.
00); determinazione di Escherichia coli (ISS A
001B rev. 00); determinazione dei batteri coli-
formi a 37°C (ISS A 006C rev. 00); determina-
zione degli enterococchi (ISS A 002 A rev. 00);
determinazione di Pseudomonas aeruginosa
(ISS A 003A rev. 00); determinazione di
Clostridium perfringens (ISS A 005A rev. 00);
determinazione di Staphylococcus aureus (ISS
A 018A rev. 00); determinazione di Aeromonas
spp. (ISS A 014 rev. 00); determinazione di
muffe (ISS A 016C rev.00); ricerca di
Salmonella spp. [filtrazione su membrana di 1
L di acqua e successivo impiego della UNI EN
IS0 6579:2008 (1SO, 2008)] e di Listeria mono-
cytogenes [filtrazione su membrana di 1 L di
acqua e successivo impiego della UNI EN ISO
11290-1:2005 (1SO, 2005)]. ii) Campioni pol-
veri e bevande: conteggio della carica batterica
totale (CBT) (PCA a 30°C per 72 h); determi-
nazione di £. coli (UNI EN ISO 16649-2:2001)
(IS0, 2001); determinazione dei batteri coli-
formi a 37°C (UNI EN ISO 4832:2006) (ISO,
2006); determinazione di enterococchi
(Slanetz and Bartley medium a 37°C per 48 h);
determinazione di P aeruginosa (Pseudo-
monas agar base con CN supplement a 30°C
per 24 h); determinazione di C. perfringens
(ISTISAN 96-35); determinazione di S. aureus
(UNI EN ISO 6888-1:1999) (IS0, 1999); deter-
minazione di Aeromonas spp. (Aeromonas
agar base Ryan a 30°C per 24 h); determina-
zione di muffe (Malt Extract Agar incubate a
25°C per 5 gg); ricerca di Salmonella spp.
(IS0, 2008) e di L. monocytogenes (1S0, 2005).
iii) Campioni tamponi: su questi si effettuata
la ricerca qualitativa di E. coli e coliformi
(ChromoCult Coliform agar a 37°C per 24 h);
enterococchi (Slanetz and Bartley medium a
37°C per 24 h); P aeruginosa (Pseudomonas
agar base a 30°C per 24 h); C. perfringens
(Perfringens agar base TSC a 37°C per 20 h);
S. aureus (Baird-Parker agar base con egg yolk
tellurite emulsion a 37°C per 24 h); Aeromonas
spp. (Aeromonas agar base Ryan a 30°C per 24
h), muffe (Malt extract agar a 25°C per 5 gg);
Salmonella spp. (IS0, 2008) e L. monocytoge-
nes (IS0, 2005).

La valutazione di eventuali correlazioni tra
temperatura di erogazione delle bevande e
relativa CBT veniva effettuata mediante
regressione lineare.

Risultati

Nel corso del primo campionamento, gia
durante le fasi di prelievo, emergevano diverse
criticita, sullo stato di igiene e pulizia dei DA
esaminati. Tali criticita erano riconducibili
alla mancanza di un sistema di chiusura erme-
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tica in alcuni serbatoi dell’acqua, atti ad impe-
dire I'ingresso di insetti, ma soprattutto alla
presenza, all'interno del sistema di aspirazio-
ne e di circolazione dell’acqua, di uno spesso
biofilm mucillaginoso brunastro. Altra criticita
era legata alla gestione dei fondi di caffe, in
quanto questi venivano raccolti in contenitori
di plastica aperti all'interno degli stessi distri-
butori automatici. La loro permanenza, anche
per diversi giorni, all'interno dei DA, condizio-
nata dai tempi intercorrenti tra una ricarica e
I'altra dell’apparecchiatura, catalizzava costan-
temente lo sviluppo di muffe. Malgrado quanto
segnalato alla ditta, nell'ambito del secondo
campionamento non si evidenziava un miglio-
ramento significativo delle condizioni igieni-
che dei DA, peraltro, aggravate dal riscontro di
un topo morto in uno di essi (e quindi escluso
dalla serie di prelievi) che testimonierebbe
una criticita anche di tipo progettuale dei DA.
Al riguardo, ricordiamo che nel manuale di cor-
retta prassi igienica dell’Associazione Italiana
Distribuzione Automatica (Dragoni e Bonomi,
2007), alla luce del regolamento 852 della
Commissione Europea (2004) si sottolinea che
i DA devono per quanto ragionevolmente possi-
bile, essere situati, progettati e costruiti, nonché
mantenuti puliti e sottoposti a regolare manu-
tenzione in modo tale da evitare rischi di con-
taminazione, in particolare da parte di animali
e di animali infestanti.

Dal punto di vista batteriologico, come ripor-
tato nella Tabella 1, i 29 campioni di acqua
analizzati presentavano valori estremamente
variabili di carica batterica a 22°C e a 37°C con
valori medi pari rispettivamente a 10,86 x
10248,72 x 10% unita formanti colonie
(UFC)/mL e a 21,72 x 10+16,44 x 10? UFC/mL.
Le muffe si isolavano in ben 27 campioni
(93,1%), seguiti da P aeruginosa in 18
(62,1%), dai coliformi in 10 (34,5%), da E. coli
in 9 (31%) e infine da S. aureus in un solo cam-

pione (3,4%). Sempre assenti risultavano C.
perfringens, Aeromonas spp., Salmonella spp. e
L. monocytogenes.

Dai 29 campioni denominati tampone acqua
si rilevava la presenza di coliformi in 10 cam-
pioni (34,5%), di E. coli in 4 (13,8%), di ente-
rococchi in 6 (20,7%), di P aeruginosa in 7
(24,1%), di Aeromonas spp. in 1 (4,4%) e di
muffe in 6 (20,7%).

Sui 29 tamponi miscelatore si riscontravano
coliformi in 3 campioni (10,3%), E. coli in 1
(3,4%), enterococchi in 15 (51,7%), P aerugi-
nosa in 1 (3,4%), Aeromonas spp. in 1 (3,4%) e
muffe in 9 (31%). Da entrambi i tamponi
(acqua e miscelatore) non si isolavano C. per-
fringens, S. aureus, Salmonella spp. e L. mono-
cytogenes.

La qualita microbiologica delle polveri varia-
va in funzione della tipologia. Il latte in polve-
re, infatti, presentava valori medi di CBT pari a
294,8+69,4 UFC/g, S. aureus si isolava in un
solo campione (3,4%) mentre le muffe in ben
18 campioni (62%) (Tabella 2). Estremamente
variabile la CBT del cioccolato in polvere con
valori medi di 176+275,2 UFC/g; in 7 campioni
si isolavano coliformi (24,1%), in 4 E. coli
(13,8%) e in un solo campione S. aureus
(3,4%) (Tabella 3).

[ 29 campioni della bevanda cappuccino evi-
denziavano una CBT estremamente variabile
con valori medi pari a 34,32x10°+£97,77x10?
UFC/mL. Nel 14% si riscontravano coliformi,
nel 10% E. coli, nel 28% enterococchi e nel 69%
muffe (Tabella 2). La temperatura media della
bevanda cappuccino, determinata al momento
dell’erogazione, era di 67,5+6,0°C con valori
variabili da 55° a 76,8°C. Anche i 29 campioni
della bevanda al cioccolato erano caratterizzati
da una notevole variabilita con CBT media di
36,59x10°+10,47x10* UFC/mL (Tabella 3). Nel
17% e nel 55% dei campioni si rilevavano,
rispettivamente, enterococchi e muffe. La tem-

Tabella 1. Livelli di contaminazioni dell’acqua.

Conteggio colonie a 22°C 29 (100%) 10,86x10%+8,72x10* UFC/mL
Conteggio colonie a 37°C 29 (100%) 21,72x10°+16,44x10* UFC/mL
Coliformi a 37°C 10 (34,5%) 14,1+11,7 UFC/100 mL

E. coli 9 (31%) 11,8+11,9 UFC/100 mL
Enterococchi 0 (0%) 0 UFC/100 mL

P aeruginosa 18 (62,1%) 88,3+121,8 UFC/250 mL

C. perfringens 0 (0%) 0 UFC/100 mL

S. aureus 1 (3,4%) 8 UFC/250 mL

Aeromonas spp. 0 (0%) 0 UFC/100 mL

Muffe 27 (93,1%) 10,4+11,7 UFC/100 mL

L. monocytogenes 0 (0%) assenza/1 L

Salmonella spp. 0 (0%) assenza/1 L

UFC, unita formanti colonie; £: coli, Escherichia coli; P aeruginosa, P:

inosa; C. perfringens, Clostridium perfringens; S. aureus,

nas ae

Staphylococcus aureus; Aeromonas spp., Aeromonas species; L. monocytogenes, Listeria monocytogenes; Salmonella spp., Salmonella species.

[Italian Journal of Food Safety 2013; 2:e5]

[page 11]



\‘?press

Tabella 2. Livelli di contaminazione del latte in polvere e della relativa bevanda.

294,8+69,4 29 (100%) CBTa32°C 29 (100%) 34,32x 103977710
- 0 (0%) Coliformi a 37°C 4 (13,8%) 10,5+8,7
- 0 (0%) E. coli 3 (10,3%) 2,311
- 0 (0%) Enterococchi 8 (27,6%) 230+321,1
- 0 (0%) P aeruginosa 0 (0%) -
- 0 (0%) C. perfringens 0 (0%) -
10 1 (3,4%) S. aureus 0 (0%) -

- 0 (0%) Aeromonas spp. 0 (0%) -
48,3+694 18 (62%) Muffe 20 (69%) 114,1+233,6
Assente in 25 g 0 (0%) L. monocytogenes 0 (0%) Assente su 25 mL
Assentein25 g 0 (0%) Salmonella spp. 0 (0%) Assente su 25 mL

UFC, unita formanti colonie; CBT, carica batterica totale.
Tabella 3. Livelli di contaminazione del cioccolato in polvere e della relativa bevanda.

1762752 29 (100%) CBTa 32°C 29 (100%) 36,09x10° £10,47x10*
40+31,1 7 (24,1%) Coliformi a 37°C 0 (0%) -
27,5+9,6 4 (13,8%) E. coli 0 (0%) -

- 0 (0%) Enterococchi 5 (17,2%) 64+64,2

- 0 (0%) P aeruginosa 0 (0%) -

- 0 (0%) C. perfringens 0 (0%) -

20 1 (3,4%) S. aureus 0 (0%) -

- 0 (0%) Aeromonas spp. 0 (0%) -

- 0 (0%) Muffe 16 (55,1%) 131,9+229,5
Assente in 25 g 0 (0%) L. monocytogenes 0 (0%) Assente su 25 mL
Assente in 25 g 0 (09%) Salmonella spp. 0 (0%) Assente su 25 mL

UFC, unita formanti colonie; CBT, carica batterica totale.

peratura media della bevanda cioccolato era
pari a 67,6+4,2°C con valori variabili da 60 a
76°C. Non si osservava nessun tipo di relazio-
ne tra CBT delle bevande e relativa temperatu-
ra di erogazione.

Discussione

Le analisi batteriologiche ottenute hanno
confermato quanto macroscopicamente evi-
denziato nel corso del campionamento, circa le
condizioni igieniche dei DA. Tra le maggiori
criticita emerse ci sembra interessante sottoli-
neare: i) le caratteristiche microbiologiche
dell'acqua utilizzata, che si discostano netta-
mente da quanto previsto dal D. Lgs. n°® 31 del
02/02/2001 per le acque destinate al consumo
umano (Repubblica Italiana, 2001), non posso-
no che ripercuotersi negativamente sull’igiene
complessiva dei DA; ii) 'evidente formazione
di biofilm a livello del sistema di aspirazione e
di circolazione dell’acqua; iii) I'estrema varia-
bilita delle temperature dell’acqua di lavaggio,
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comprese tra 58,5°C e 80°C (media 70°C), che
non sembra essere in grado di ridurre la conta-
minazione batterica a livello del sistema di
erogazione e miscelazione; iv) la non corretta
gestione dei fondi di caffe che potrebbe aver
favorito il frequente riscontro di muffe nella
polvere di latte.

Conclusioni

Alla luce di quanto osservato, al di 1a dell'im-
prescindibile impiego di acqua rigorosamente
potabile, le criticita sopra emerse possono esse-
re facilmente risolte mediante I'applicazione di
corrette good manufacturing practice (GMP). 1l
manuale di corretta prassi igienica
dell'Associazione Italiana  Distribuzione
Automatica (Dragoni e Bonomi, 2007) prevede,
infatti, la periodica pulizia con appositi deter-
genti sia del sistema di aspirazione e circolazio-
ne dell’acqua che di quello di erogazione e
miscelazione, nonché una corretta gestione dei
fondi di caffe. A tal riguardo & previsto, infatti,

[Italian Journal of Food Safety 2013; 2:e5]

I'impiego di contenitori monouso (sacchetti) e
la loro sostituzione ad ogni visita dell’operatore
al fine di ridurre al minimo la diffusione delle
muffe. Altro parametro da tenere in considera-
zione e da monitorare, vista 'estrema variabili-
ta riscontrata, risulta essere la temperatura di
erogazione delle bevande che rappresenta un
indice dello stato di efficienza delle serpentine.
Secondo quanto riportato da Dragoni e Bonomi
(2007), I'erogazione del caffé espresso dovrebbe
avvenire normalmente a temperature superiori
a +80°C, mentre quella delle bevande solubili a
una temperatura superiore a +70°C. La tempe-
ratura di erogazione delle bevande al di sotto
dei 65°C, infatti, rappresenta il limite critico cui
devono immediatamente far seguito le seguen-
ti azioni correttive: pulizia, sanificazione e
manutenzione straordinaria (Dragoni e
Bonomi, 2007). La temperatura di 65°C garanti-
rebbe, infatti, la potenziale assenza dei germi
indicatori di contaminazione fecale (Hall,
2008), tuttavia da essa non si possono attende-
re effetti bonificanti se non a partire da conta-
minazioni molto basse, come chiaramente

emerge dal nostro studio.
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