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2. Presentazione

I commercio globale ha comportato una rapida estdra mutazione nelle
modalita di gestione dei mercati, con forti ripessioni sulla produzione e sulla
distribuzione dei prodotti alimentari.

Numerose aziende del settore agro-alimentare hanno
dovuto introdurre, negli ultimi anni, una serie di
innovazioni commerciali e tecnologiche per soddesfa
le esigenze crescenti dei consumatori, che cersaho
mercato prodotti alimentari estremamente variedati.
guesto quasi frenetico incrociarsi di domanda e di
offerta e diventato estremamente importante gaeanti
l'igiene e la sicurezza dell’enorme quantita di ot
messi a disposizione. Nonostante gli sforzi degli
operatori per l'implemento di piani HACCP (Hazard
Analysis and Critical Control Points) e I'attentgilanza del legislatore, a volte la
catena della sicurezza alimentare si spezza etiassis a fenomeni di
tossinfezioni che allarmano I'opinione pubblica.

Questo quaderno illustra i risultati del progetiagiderca PATOBIODEC che ha
valutato nuove tecnologie, da affiancare alle metod tradizionali di
decontaminazione biologica degli alimenti, sicueg |a salute dei consumatori e
capaci di mantenere inalterate le proprieta orggtioche e commerciali dei
prodotti.

Sono stati sperimentati nuovi metodi per prevemrentervenire in caso di
presenza dei principali patogeriigteria monocytogenes, Salmonella spp.,
Campylobacter spp., E. coli VTEC, S.aureus, C.baiol) su prodotti quali latte,
burro, formaggi e salumi utilizzando batteriocinadegene (prodotte dalla
microflora lattica tipica dell’alimento) e battefagi specifici anti-patogeno.

| ricercatori hanno condotto teanhche su prodotti DOP come Grana Padano,
Taleggio, Gorgonzola.

| risultati di questo progetto offrono ai produttodi alimenti fermentati
suggerimenti efficaci per combattere la presenzapdéogeni gia durante la
maturazione e lungo tutta la shelf-life.

Giulio De Capitani
Assessore all’Agricoltura
Regione Lombardia



3. Riassunto

Negli ultimi due decenni si € assistito ad un inteato costante delle produzioni
alimentari su base industriale, con un conseguanteento della quantita di
derrate alimentari e dei punti di distribuzioneprattutto a grandi livelli di
organizzazione. Questo fenomeno € nato come coesegudegli usi e delle
abitudini alimentari di una societa in continua lex@ne, soprattutto per quanto
riguarda la richiesta di costante disponibilita geadotti e I'esigenza di alimenti
facilmente preparabili e consumabili. Oltretutto, maggior parte dovuta ad un
continuo input commerciale e pubblicitario, nel somatore attuale si e instaurata
la coscienza di uno stile alimentare salutare @arsién piena sintonia con le
dinamiche veloci della vita quotidiana. Tuttavial ana domanda altamente
esigente non corrisponde sempre un’offerta altm&taesaustiva, in quanto
periodicamente sorgono problematiche sanitarie esse alla produzione degli
alimenti, sia dovute ad episodi casuali derivati'elavato numero e dall'elevata
varieta di prodotti, sia dovute all'inadeguatezefiedpratiche messe in atto anche
in accordo ai tradizionali sistemi HACCP. Come @genza, Si assiste
all'insorgenza di episodi, anche a livello epidempidi patologie da tossinfezione
alimentare dovute in gran parte alla presenza golaaioni batteriche e virali
contaminanti le matrici alimentari.

In questo lavoro sono state valutate tecniche dddimontaminazione riferibili
all'uso di fagi e di batteriocine, oltre alla vadatone della prevalenza dei
principali  microrganismi I(isteria monocytogenes Salmonella spp.,
Campylobacterspp e E. coli VTEC, Staphylococcus aureus Clostridium
botulinun) nei prodotti e negli stabilimenti selezionatia snediante controllo di
prodotto che controllo ambientale. Tra le aziendanno partecipato quelle
afferenti al Consorzio del Grana Padana DOP, TaeD®P, Gorgonzola DOP,
12 salumifici, 6 aziende produttrici di mascarpoeericotta e 14 aziende
produttrici di burro di montagna. E’ stata inoltralutata la cinetica di

inattivazione di Listeria monocytogenessulla base dell’'applicazione di



disinfettanti su prodotti alimentari (formaggi loardi DOP, burro, mascarpone e
insaccati lombardi) previamente contaminati.

Le prove sono state eseguite su base sperimemtalaboratorio su prodotti

provenienti dalle Aziende partner del progetto, npetendo di identificare

approcci applicabili anche in sede di stabilimenion sono state eseguite
sperimentazionin loco in fase di produzione/stagionatura come conseguénz

una carenza legislativa che regolamenti le possikapplicative direttamente sui

prodotti o gli ambienti di stagionatura



4. Abstract

In the last two decades it has been observed antosicreasing of industrial
food production, with a consequent raising in antcamd number of organized
distribution locations. This phenomenon is due &wnalimentary habits in
society, and people are continuously asking forthgaand ready to eat food,
available all over the year. Moreover, consumerstwa eat healthy and safe
food, complying with stressing and fast dynamics nobdern way of life.
However, these demanding requests are not alwatysfisd by an effective
supply, as periodically new foodborne outbreakshetpopulation even with fatal
effects. These serious healthy problems are ofteisedd by sporadic cases where
food contaminations are caused by the high numbegraducts, having high
probabilities to cross over. Outbreaks are, furtt@e, caused by inappropriate
practices leading to mistakes even following theplementation of HACCP
(Hazard Analysis and Critical Control Points) syste As a consequence
foodborne outbreaks have pathologic effects inpthygulation, also with epidemic
spreading, caused by bacterial or viral agentsaromating the food.

The aim of this work was to identify and to setdgrontamination practices in
laboratory to be taken to industrial transformatiomes, able to reduce the
presence of pathogen microorganisms in produce. eftvironmental and the
product’s presence of the most important pathedeisteria monocytogenes
Salmonellaspp.,Campylobactespp.,E. coli VTEC, Staphylococcus aureuand
Clostridium botulinumin a large number of Lombard companies produdiigO
(Protected Designation of Origin) cheese, dairy asamlisages has been
investigated. New decontamination methods using tebacine and

bacteriophages have been tested.



5. Introduzione

Le tossinifezioni alimentari piu diffuse nell’'lUnierEuropea (UE) sono causate da
batteri riferibili a Campylobacterspp Salmonellaspp Listeria monocytogenes
Escherichia coli VTEC (E. coli verocitotossici) e da virus che penetrano
nell'organismo attraverso il tratto gastro-inteate) dove spesso si avvertono i
primi sintomi. Alcuni di questi microrganismi, defii “patogeni emergenti”,
hanno aumentato la loro diffusione negli ultimi asome conseguenza diretta
dell'incremento degli scambi commerciali, dell’aum® della ristorazione
collettiva e dei grandi allevamenti intensivi. Lassinfezioni alimentari possono
derivare dall’infezione con microrganismi patogehie colonizzano le mucose
intestinali, oppure dall'ingestione di alimenti ¢caminati da questi patogeni, o
dalla presenza nei cibi di tossine di origine niica (1). Ogni anno queste
patologie colpiscono oltre 380.000 cittadini deEU

Recentemente, I'Autoritd Europea per la Sicurediraehtare (EFSA) e il Centro
Europeo per la Prevenzione e il Controllo delle afta¢ (ECDC) hanno
pubblicato <http://www.efsa.europa.eul/it/press/reasnoses110322.htm> la
relazione annuale sulle zoonosi e sulle epidemaidine alimentare nell'Unione
Europea per il 2009 (2). Dalla relazione emerge eora fronte di una
diminuzione dei casi di Salmonella nelll'uomo parlZ%, la campylobatteriosi &
stata ancora la malattia zoonotica segnalata cauimafrequenza nell'uomo, in
leggero aumento nel 2009 con 198.252 casi rispett90.566 del 2008 (+ 4%).

Le infezioni dalisteria monocytogenall'uomo sono invece aumentate del 19%
rispetto al 2008, con 1.645 casi confermati. D&l®Ad oggi si € osservato in vari
paesi del’'UE un aumento dei casi di listeriosi.

Escherichia colie uno dei principali batteri della flora intestmaNon provoca
malattie e negli alimenti € considerato indice dntaminazione fecale. Tra gli
stipiti che hanno acquisito carattere di virulenrgahe pertanto possono causare

malattia anche fatale nelluomo, si segnalano li coli enteroemorragici



produttori di vero tossine (VTEC), cui sono attillili 3.573 casi nell'uomo nel
2009, in leggero aumento (9%) rispetto al 2008.

Il pacchetto legislativo UE in materia di igiend geodotti alimentari stabilisce i
requisiti igienici per produttori e operatori dekt®re alimentare e fissa norme per
I'organizzazione dei controlli ufficiali su carnee$ca, latte e altri cibi. Il quadro
per la sorveglianza e il controllo delle tossinéezialimentari € contenuto nella
legislazione UE sulle zoonosi (Direttiva (CE) 20838/, Il regolamento (CE) n.
2073/2005 della Commissione sui criteri microbiatogapplicabili ai prodotti
alimentari definisce i criteri di sicurezza alimam per alcuni importanti batteri,
tossine e metaboliti di origine alimentare, tra taiListeria monocytogenes
presenti in alimenti specifici. Piu precisamenta, rlormativa prevede che i
patogeni in grado di costituire un rischio per hum siano assenti dagli alimenti,
ad eccezione delldisteria monocytogeneser la quale e stabilito il livello
massimo accettabile di 100 Unitd Formanti ColonkCUiml (0 grammao) per gli
alimenti pronti al consumo senza ulteriori trattamne In ultima analisi, la
sicurezza degli alimenti deve essere garantita rdapproccio preventivo che
preveda la progettazione di processo e prodotttamplicazione di standard
industriali come le buone pratiche igieniche (GH&)fabbricazione (GMP), i
principi dell’analisi del rischio e i punti critidi controllo (HACCP). Le moderne
tecniche di produzione e i programmi di monitoraggon sono tuttavia in grado
di controllare efficacemente il problema delle tofzioni alimentari. Pertanto,
negli ultimi anni si e cercato di individuare nuoneetodiche e tecnologie con
I'obiettivo di aumentare i livelli della sicurezasimentare da applicare alla filiera
produttiva.

L'impiego negli ultimi anni di metodiche d’analisnolecolari, sia discreening
che di diagnosi, affiancate a quelle tradizionatidra ufficiali, ha permesso di
accorciare notevolmente i tempi di risposta e quofidrendere piu fluida la
distribuzione sul mercato soprattutto dei prodfseschi con un elevato tasso di
deperibilitad. Inoltre, essendo questi metodi altaiespecifici per la rilevazione
del genoma (DNA e/o RNA) degli organismi patogesiie potuto potenziare lo



sforzo per la ricerca dei microrganismi non solbmodotto finito, ma anche in
tutte le varie fasi di preparazione, produziondstriduzione che sono comprese
nell'intero processo di analisi del rischio asstiiai punti critici (HACCP) di
ciascun produttore nella catena alimentare. Infmsprveglianza effettuata anche
con queste metodiche, molto piu sensibili rispettquelle della microbiologia
tradizionale, ha permesso di alzare la soglia @inatone per poter stimare un
livello di rischio, e quindi di pericolo, in antmd rispetto a quei valori di
contaminazione alimentare che comporterebbero bexziane delle allerte
europee.

Infatti, negli ultimi anni sono state emanate aflexuropee nei confronti di alcuni
lotti di formaggio tra i quali Taleggio DOP, Gorgmta DOP e salumi, che
contenevano quantita diisteria monocytogeneson conformi (09.03.2005 -
Segnalazione con allerta 106/2005 riguardante salproveniente dall'ltalia,
contaminato conL. monocytogenes20.12.2005 - Segnalazione con allerta
275/2005 riguardante formaggio di importazioneiata contenentd.isteria
monocytogenesltre il valore limite; 25.08.2006 - Comunicazionguardante
formaggio del tipo Gorgonzola contaminato cdmsteria monocytogenes;
26.11.2010 Gorgonzola proveniente dall'ltalia comtzato da Listeria
monocytogenegqpresente/25g); 1.12.2010. Gorgonzola proveniatda#'Italia
contaminato da&isteria monocytogengs10 UFC/g in 1 su 5 unita campionarie)).
Su queste basi, obiettivo di questo progetto ® stavalutare tecniche alternative
di biodecontaminazioni da applicarsi agli alimeit agli ambienti di produzione,
tali da affiancare le normali prassi igieniche, rpettendo di ottenere un piu
elevato livello di sicurezza alimentare.

Una tecnica alternativa di biodecontaminazione gpmsentata dall'uso dei
batteriofagi come “biodecontaminanti”, con lo scapaontrastare la presenza di
specifici batteri indesiderati (3). Tale azione gatitiva contribuisce a mantenere
le concentrazioni dei patogeni a livelli piu conigrsoprattutto all'interno di quei

prodotti tipici italiani che prevedono fasi di pezpzione ed ambienti di



stagionatura non propriamente asettici, ma cheitgissiono la caratteristica
essenziale della loro unicita.

| batteriofagi, o piu comunemente “fagi”, sono w@rehe replicano soltanto
all'interno di cellule batteriche quali loro specifospiti. Essi, infatti, infettano e
distruggono il batterio ospite, determinando cddio effetto antimicrobico.
L’estrema specificita dei batteriofagi nei confriotktl patogeno bersaglio li rende
candidati ideali per le applicazioni volte ad autaem la sicurezza dell’alimento
durante i processi produttivi. Negli ultimi anni si sempre piu diffusa la
consapevolezza dell’effettivo potenziale applioattei batteriofagi nell'industria
alimentare, da impiegare nell'inibizione dello sypo dei microrganismi
indesiderati grazie soprattutto al carattere diureizza e di innocuita dei
batteriofagi nei confronti delle cellule animali atla loro spiccata specificita di
ospite di infezione. E’ stato ad esempio ampiamenteostrato il loro ruolo nel
prevenire o ridurre le infezioni negli allevame(igrapia fagica), decontaminare
le carcasse e altri prodotti crudi come frutta eduea, disinfettare utensili e
superfici, estendere la shelf-life dei prodotti me@ntari comportandosi da
antibatterici naturali sia nei confronti di patogehe di batteri deterioranti. Il loro
impiego consentirebbe inoltre la riduzione dell’'usiomolti dei presidi chimici
attualmente usati, verso i quali € sempre piu camaonsviluppo di antibiotico-
resistenza da parte degli stessi microrganisminifiigtiva e l'autorizzazione
della US Food and Drug Administration (FDA) del 80Per il loro utilizzo in
prodotti a base di carne e precisamente su coste,epcarcasse di pollo per
contrastare la presenza 8Salmonellaspp (4). Sempre nell'agosto del 2006, la
FDA ha approvato I'uso di un preparato compostoudapool di sei diversi
batteriofagi purificati (LMP 102) da poter utilizzacome agente antimicrobico
nei confronti delld_isteria monocytogened!’interno dei cibi ready to eat (RTE),
nella carne e nel pollame. Il preparato € in grddagire nei confronti di 170
diversi ceppi diListeria monocytogenesstudi compiuti su animali hanno
dimostrato che il suo impiego non determina problgrar la salute del
consumatore (5). Questo documento segna la printta wo cui la FDA ha



regolamentato I'uso dei batteriofagi nei prodotimantari, classificandoli come
additivi. Nell'industria alimentare, I'EBI (EuropeaBioinformatics Institute)
Food Safety ha recentemente permesso la commereaizione del Liste¥!
P100 per controllare laisteria monocytogeneatella carne e nei formaggi. Questo
prodotto contiene il batteriofago P1@#).
Sono comunque gia commercialmente disponibili altoidotti basati sull’utilizzo
di batteriofagi vivi:

- PhageBioderm (www.phageinternational.com)

- Bacteriophagum Intestinalis Liquidum (www.bioclpharm.ge)

- Pyobacteriophagum Liquidum (www.biochimpharm.g8)

- Terapia fagica ( www.wouncarecenter.net)
L’innocuita dei fagi € riportata anche nei recerttocumenti dell EFSA “QPS
2009” e“ The use and mode of action of bacteriophages id fooductiori (8)
dove si cita, tra laltro, che “i batteriofagi pos® costituire un’efficace
alternativa per l'eliminazione di specifici patogealimentari” (bacteria eating
viruses known as bacteriophages, could be an ei#eatay of eliminating
specific food pathogens(9). | fagi, quindi, sono ritenuti generalmensafe
(sicuri) a meno che non siano in grado di trasegeni di virulenza o di
antibiotico-resistenza dei microrganistargetin virtu di fenomeni di trasduzione
genica (trascinamento). Questa caratteristicataviat propria solo di una parte
dei fagi a DNA. Da questi due documenti emerge cpossibile problematica
I'impiego di fagi “temperati” a DNA in virtu del noeanismo della trasduzione.
Lo stesso documento QPS dellEFSA cita, tuttaviae ¢e caratteristiche di
sicurezza dei fagi dovrebbero essere valutate “p@&socaso” anche nei fagi a
DNA al fine di poter escludere rispettivamente nasferimento genico, la
patogenicita e l'antibiotico resistenza. Da questesiderazioni emerge quindi
come le problematiche connesse all’'utilizzo dei figno ancora aperte e come
quindi sia necessario potenziare I'approccio sdieate sperimentale al fine di

aumentare la sostenibilita scientifica finalizzatun loro utilizzo pratico.
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Un’altra tecnica alternativa di biodecontaminazi@neappresentata dall’'utilizzo
di popolazioni lattiche biocompetitrici o di protiotla esse derivanti, quali le
batteriocine. L'effetto di inibizione alla crescie I'attivita listericida e stata
attribuita a diversi ceppi di batteri lattici chens in grado di influenzare la
crescita del patogeno con diversi meccanismi dieezio

Il primo prende il nome di Jameson effect, ed s ampiamente in letteratura
(10): la popolazione che per prima raggiunge la f&tazionaria di crescita blocca
la popolazione competitor impedendole di aumentamencentrazione. | batteri
lattici presenti in concentrazione elevata ragganggmolto velocemente la loro
fase stazionaria di crescita impedendo al micraosgam patogeno,
verosimilmente a concentrazioni molto inferiori pebdotto, di crescere.

La seconda via, anch’essa documentata da studitificie € quella che valuta
I'effetto dei metaboliti dei batteri lattici nei n&ronti di diverse popolazioni
batteriche. | batteri lattici, oltre a produrreraterso la via fermentativa acidi
organici come l'acido lattico e I'acido acetico,echono gia essi stessi inibenti
della crescita microbica dei microrganismi comoeijt producono svariati
polipedidi che generalmente prendono il nome diebaicine. Batteri come |l
Lactococcus lacti® Lactococcus cremoriproducono un antibiotico naturale, la
nisina, ammesso nella massa degli alimenti perattaamento conservativo. La
nisina € attiva principalmente sui clostridi nenfronti dei quali svolge attivita
battericida e sporicida; altri autori hanno isolafagli alimenti ceppi di batteri
lattici (Pediococcus acidilacticiLactobacilluscasei e Lactobacillus paracasgi
caratterizzati da un forte effetto antimicrobico c@nfronti diL. monocytogenes
caratterizzati da scarsa attivita proteolitica poerebbe danneggiare il prodotto
alimentare (11). Anche i batteri definiti di nuovgenerazione, come |
Carnobacterium, producono batteriocine con spiccata attivita tistda,
valutazione effettuata su matrici quali il salmo(ig) e il latte (13). In alcuni tipi
di formaggi la microflora non patogena né alteramigisce positivamente
ostacolando la moltiplicazione dei clostridi. Fiagoco tempo fa si riteneva che
qguesta microflora fosse costituita essenzialmeateatteri lattici Lactobacillus
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LactococcusMicrococcus Pediococcusma di recente si € scoperto (14) che altri
generi come Bacillus e i Paenibacillussono in grado di inibire la crescita del
Clostridium botulinum producendo dei polipeptidi resistenti sia alleealt
temperature sia ai pH acidi. Questi polipeptidiedaero effetto antimicrobico
anche nei confronti dt. col..

| processi tecnologici per la standardizzazioneptedotti lattiero-caseari, al fine
di avere prodotti simili per resa, aspetto e car@tiche organolettiche, hanno
incoraggiato l'utilizzo di starter microbici prodbtcon ceppi di batteri lattici
(generalmentd_actobacillus delbrueckii sottospeciebulgaricus e Streptococcus
thermophilu¥. L'utilizzo di elevate concentrazioni di questiiamorganismi
potrebbe inibire lo sviluppo di altre specie e gen@crobici in grado di portare
maggior sicurezza al prodotto alimentare. Infa#idiversita delle popolazioni
presenti nel latte aumenterebbe la probabilita rdvare ceppi produttori di
sostanze antimicrobiche. Un’ipotesi tecnologicagiute essere I'utilizzo di ceppi
controllati che non alterino i prodotti organolesinente ma che fungano da
antimicrobici naturali.

Infine, poiché gli alimenti RTE occupano una pasii predominante all’interno
delle norme comunitarie che costituiscono il “Patth igiene”, come
esplicitamente sottolineato dal Reg. 2073/2005CHlificato ed integrato dal
Reg. 1441/2007CE relativamente ai criteri di sizagealimentare applicabili per
Listeria monocytogenefa responsabilita del produttore non si limitia glaranzia
di assenza del patogeno al termine del ciclo ddgzamne, ma definisce anche |l
limite di tale patogeno nell’alimento al momentd densumo, pari a 100 UFC/g
o ml. Listeria monocytogenes, infatti, un microrganismo in grado di
sopravvivere negli ambienti di lavorazione e sudlitrezzature utilizzate nel
processo produttivo degli alimenti qualora non gigmeviste, e correttamente
applicate in stabilimento, delle procedure di paliz sanificazione accurate.
Pertanto tale microrganismo risulta essere, trdliqa@enzialmente patogeni per
'uomo, il piu insidioso responsabile di ricontammione. Esso, infatti, essendo

ubiquitario, persiste sugli strumenti di lavorazoa nei locali di produzione di
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caseifici, salumifici, mense, aziende per la mazetne e il sezionamento e tutto
ci0 che in generale concerne la lavorazione e H#ribuzione dei prodotti
alimentari. Inoltre, e stata descritta in letteratanche la presenza disteria
monocytogenedurante fasi del processo produttivo dei vegetadili la cernita, la
mondatura, il porzionamento e il confezionamentd®).(1linfine, Listeria
monocytogenes in grado di moltiplicarsi anche alle temperatlireefrigerazione

e ad elevate concentrazioni di sale (fino all’11ebldCl).

Sulla base di questi presupposti, e stata vallidtecacia del’acido lattico e di un
disinfettante a base di perossido di idrogeno (@agsigenata), stabilizzato da un
polialcol e privo di additivi tossici come il nit@ d’argento. Per questo
disinfettante € stata verificata la capacita di idinre la concentrazione di
Listeria monocytogenesu croste di Gorgonzola e di altri formaggi, sulla

superficie esterna di un salame e su superfici endii.
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6. Scopi

Il progetto si € proposto I'obiettivo di dare saskglita scientifica alla possibile
applicazione di tecniche di biodecontaminazioneritiili sostanzialmente all’'uso
di batteriofagi e batteri lattici come modulatoregli andamenti dei patogeni
rispettivamente per infezione e mediante I'elabioraz di batteriocine per |l
contenimento delle contaminazioni batteriche irfedénti tipologie di matrici
alimentari. Al pari di quanto consentito per i potida base di carne soggetti a
esportazione USA, si € inoltre voluto valutareilizzo di tipologie determinate di
disinfettanti (trattamenti letali) su alimenti reaib eat Tali trattamenti non sono
stati proposti come alternativi alle normali prh#@c igienico sanitarie
normalmente messe in atto negli stabilimenti didpmone ma sinergici alle
stesse, al fine di ovviare alle limitazioni presenei tradizionali, seppur
correttamente applicati, sistemi HACCP, che spgssssono essere causa di
importanti episodi di malattia con ricadute siadiine sanitario che economico.
Stanti, infatti, le attuali lacune legislative @rd'utilizzo di fagi e batteriocine
nell'industria alimentare, obiettivo del progettostato di fornire sostenibilita
scientifica a supporto del loro utilizzo, fatte @wente salve le necessarie
valutazioni di sicurezza. A fronte, infatti, di uocostante incremento delle
produzioni alimentari su base industriale e di domanda piu esigente, dovuta a
una mutata coscienza del consumatore, che riclpieiotti sempre piu salutari e
sicuri, non corrisponde sempre una risposta esastbme documentato dal fatto
che periodicamente si assiste all'insorgenza dblproatiche sanitarie connesse
alla produzione di alimenti, solo in parte dovuté episodi casuali e, piu
frequentemente, dovute all'inadeguatezza dellesprgeniche messe in atto, pur
in accordo ai tradizionali sistemi HACCP.

Il progetto si pone quindi I'obiettivo di identifice e di mettere in atto prassi di
decontaminazioni, non alternative, ma sinergichquelle tradizionali che, se
applicate in fase di trasformazione, possono essergrado di modulare e
mantenere sotto controllo la presenza di microsganpatogeni.

14



7. Approccio metodologico

7.1 ldentificazione degli stabilimenti, controllo microbiologico sui prodotti e

sugli stabilimenti

7.1.1. Stabilimenti

Negli stabilimenti afferenti ai Consorzi di tuteteel Grana Padano DOP, del
Taleggio DOP e del Gorgonzola DOP, in dodici safigmiin sei aziende

produttrici di mascarpone e ricotta, in quattordiziende produttrici di burro di
montagna ubicati in Valle Camonica e Valle Trompgapduttori anche di

formaggio Silter, sono stati effettuati campionatheni prodotti, cosi come negli
ambienti di lavorazione. In accordo a quanto pteyis ogni stabilimento sono
stati considerati tre lotti e per ogni lotto almenmque prodotti. | tamponi

ambientali sono stati effettuati con spugnette iadg di campionare superfici
sino a 100 ch

7.1.2. Analisi microbiologiche

L’attenzione € stata in particolare rivolta allaerica diListeria monocytogenes
per quanto concerne crosta e pasta di Taleggio ®GBrgonzola DOP, crosta di
Grana Padano DOP, impasto e involucro dei salumiSadmonellaspp per i
prodotti a base di carn&§taphylococcus aureyser i formaggi freschi e salumi;
Escherichia coliO157:H7 in burro artigianale e salumi ed infiGdostridium
botulinumin ricotta e mascarpone. La pressione ambientalepdtogeni negli
stabilimenti e stata monitorata mediante esecuzdineamponi ambientali (su
superfici di circa 100 cf) in una media di 25 punti per ogni stabilimento in
esame. Il controllo microbiologico € stato condati@ialmente mediante utilizzo
di metodiche molecolari basate sia su tecniche FReR/merase Chain Reaction)

che su tecniche Real Time PCR volte all'individeaz del DNA batterico.
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Nello specifico, i campioni sono stati arricchiti terreno colturale rappresentato
rispettivamente per i 5 patogeni dal terreno ptevigi metodi ISO (International
organization for Standardization) di riferimentogeindi incubati per 24 ore a
37°C. Si e quindi proceduto all’'estrazione di DNAttkerico utilizzando un kit
commerciale rispettivamente per patogeni Gram posltisteria monocytogenes
e Staphylococcus aureus Gram negativialmonellaspp.,Campylobactespp.
E. coliVTEC).

Le reazioni Real time PCR sono state condottezméiido lo strumento “Real
time PCR (AB7300 System) mentre le reazioni PCRpidt sono state condotte
sullo strumento AB9700.

Per la ricerca diClostridium botulinumsi € proceduto con il solo metodo
colturale, seguendo le indicazioni AOAC (Associatiof Official Analytical

Chemistswww.aoac.orj

Tutti i campioni risultati positivi alla prova malelare di screening sono stati
sottoposti ad esame microbiologico colturale wdizdo le metodiche I1ISO di
riferimento. | ceppi isolati sono stati sottopoatiribotipizzazione automatica
(Riboprinter, Qualicon) ed i risultati elaborati di@nte software Bionumerics al

fine della loro caratterizzazione molecolare.

7.2 Messa a punto in laboratorio di metodiche di decomtminazione

Al fine di disporre di strumenti in grado di valutde caratteristiche funzionali di
fagi, batteriocine e batteri lattici da impiegamngile fasi sperimentali, sono state
inizialmente messe a punto e standardizzate inrdémdo tecniche riferibili a
coltivazione di fagi e verifica sulla produzionebditteriocine.

7.2.1. Selezione dei fagi

Differenti ceppi batterici provenienti dallATCC (Aerican Type Culture

Collection) sono stati utilizzati per I'isolamenia, propagazione e la valutazione
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della capacita dei batteriofagi di infettare laldel batterica ospite. Tutti i ceppi
sono stati incubati a 37°C in terreno di colturaiatBertani (LB).

Ciascuna aliquota di brodocoltura batterica & statdizionata al liquido di
lavaggio proveniente dal caseificio ed incubat& @C3per una notte. La miscela e
stata quindi trattata con il 10% di cloroformio fieare le cellule batteriche ed, in
seguito a centrifugazione, il surnatante € stdii@tio con filtri a scalare da 0,8 a
0,2 um al fine di ottenere una soluzione contenenteamente fagi. Questi ultimi
sono stati poi messi in liquido di mantenimento &gSQ.. Lo screening dei
lisati & stato effettuato attraverso una procedoradificata della tecnica
tradizionale“Double-layer plaque”. In breve, 500 ul di una spea coltura
batterica precedentemente coltivata, pellettaiaaspesa in soluzione fisiologica
sterile, sono stati addizionati a 6 ml di soft afjlquefatto e poi raffreddato a
42°C; la miscela é stata quindi distribuita su giestre di terreno solido (LB
agar). Dopo la solidificazione del soft agar a terapura ambiente, sono stati
distribuiti su ciascuna piastra sei spot da 30 ipsauno della sospensione di
batteriofago. Come controllo negativo, al centroc@iscuna piastra sono stati
deposti 30 ul di PBS sterile. Le piastre sono statebate a 37°C per una notte e
poi esaminate per la presenza di placche di lisi.

Ciascun lisato é stato purificato come precedeméenelescritto (16). Per
analizzare la loro morfologia, i batteriofagi somtati analizzati attraverso

microscopia elettronica (17).

7.2.2. Selezione dei batteri lattici

Isolamento dei batteri lattici dalla matrice

Campioni di formaggio, prelevati in diversi momedéila stagionatura, sono stati
sottoposti a omogeneizzazione e successivo indculpiastre utilizzando due

terreni di coltura diversi: MRSA (Man Rogosa Shakgar) e M17 agar per
I'isolamento rispettivamente di lattobacilli e bcchi, componenti la flora
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lattica del prodotto (18). | ceppi isolati sono tstallestiti in fiale alla
concentrazione di TAFC (Unita Formanti Colonia)/fiala e conservati 802C
in brodo MRS e glicerolo al 20%.

Caratterizzazione dei ceppi

Tutti i ceppi isolati sono stati sottoposti a cearzazione molecolare mediante
ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analy3istecnica di elezione
per la caratterizzazione dei batteri lattici (19, 21). Per l'allineamento locale
delle sequenze in formato FASTA, e stato utilizzateoftware BLAST2 (Basic
Local Alignment Search Tool) e le sequenze sonte stanfrontate con quelle
depositate in GenBank.

Oltre alla tecnica ARDRA, i ceppi sono stati sotsfp anche alla
caratterizzazione genotipica mediante ribotipizzagi automatica. Questa
metodica, oltre che identificare il ceppo batteripermette una classificazione piu
dettagliata determinando anche i sottogruppi dattarzzazione o ribogruppi (22;
23, 24).L’analisi e stata eseguita mediante lo strumentooRiinter (DuPont-
Qualicon LtD, Wilmington, DE).

Produzione di batteriocine

E’ stata valutata la produzione da parte di ciasmppo di batteriocine ad azione
litica verso i seguenti batteri patogehisteria monocytogene@ATCC 19115);
Salmonella Enterica subs. Enteri¢id:230747);SalmonellaDerby (id:259473/3);
Salmonella Thyphimurium (ATCC 6994);SalmonellaNapoli (337144/2007);
Salmonella Enteritidis (id:240752/2);Escherichia coli O157:H7 (IZS 675);
Staphylococus aure{ZSLER 542).

La metodica ha previsto le seguenti fasi:

1) Coltivazione per una notte sia della speciéckatche di quella patogena
rispettivamente in MRS Broth e BHI a 37°C (25).
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2) Preparazione di piastre di MRS Agar con cinguedquidistanti.

3) Trasferimento nei pozzetti di 38 di brodo coltura del batterio lattico e di
controllo positivo (Nisina 1ug/ml senza e con EDTA a pH 8 rispettivamente per
I batteri Gram + e Gram —.

4) Incubazione delle piastre a 30°C.

5) Preparazione di capsule Petri contenenti 9 mP@A (Plate Count Agar)
addizionati di 1 ml di brodo coltura del battep@atogeno.

6) Incubazione per una notte a 37°C.

7) Lettura delle piastre e verifica della presetiizalone d’inibizione della crescita
del patogeno (26, 27, 28).

Saggio di adesivita dei batteri lattici al subswatellulare

Per questa prova sono state utilizzate cellule Ca@deuman Adenocarcinoma) in
grado di differenziarsi e riprodurre le condizidisiologiche dell’ospitein vivo.
La metodica ha previsto le seguenti fasi:

1) allestimento in soluzione fisiologica di dilwzi seriali in base 10 del batterio
lattico fatto crescere per 24-48 ore a 37°C in 1dirVIRS brodo;

2) semina delle diluizioni di batterio lattico sallale CaCo-2, private del loro
terreno di crescita, e in seguito lasciato a comfagr 1 ora e 30 minuti a 37°C in
atmosfera al 5% di CO

3) al fine di disporre del conteggio della quantiale di batterio lattico, prima
dell'inoculo, é stata effettuata una titolazione;

4) le cellule Caco-2, staccate utilizzando 50@li tripsina, sono state in seguito
aggiunte ad una soluzione di 4 ml di fisiologica0® ul di siero;

5) successivamente sono state seminate per inckiaggiungendo, in una piastra
vuota, 1 ml delle medesime a 13 ml di MRS agargaentemente sciolto;

6) le piastre sono state incubate a 37°C in atmeosfie5% di CQ per tre giorni;
7) infine, é stata effettuata la conta delle catoftirmatesi nelle piastre, prima e
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dopo il contatto dei lattici alle Caco-2 per verdie I'adesivita batterica alle
cellule (25).

7.3 Prove sperimentali su prodotti artificialmentecontaminati

7.3.1. Contaminazione dei prodotti e trattamento con battaofagi

Alimenti
La prova ha preso in esame i seguenti alimenti:
» Latte parzialmente scremato a lunga conservaziaiiztato come
modello sperimentale semplificato rispetto ai ptoaléinito)
e Formaggio fuso;
e Taleggio DOP
» Gorgonzola DOP
* Grana Padano DOP

* Formaggio Silter

Fagi
Per la prova e stato selezionato un fago isolatwafpafo 7.2.1), con DNA a
doppio filamento e denominato 1ZS1. Per la provatinea al Grana Padano é stato

impiegato un fago a RNA denominato MS2.

Ceppi batterici:

Gli alimenti in esame sono stati contaminati ¢asteria monocytogeneseppo
IZSLER 129695/4 (id. Riboprinter DUP 1038, da ceppo baiteranno: 2009).
Un’aliquota da 1 ml, e stata opportunamente scagel diluita in 9 ml di brodo
BHI (Brain Heart Infusion). La soluzione di Battfiago 1ZS1 e stata ottenuta
infettando una coltura diisteria monocytogends fase di crescita esponenziale.

Dopo 48 ore a 30°C la produzione é stata filtraga qitenere il batteriofago e
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successivamente titolata come di seguito deschio.la prova relativa al Grana

Padano e stato utilizzato il ceppadEdicoli specifico per il fago selezionato.

Modalita di contaminazione

[0 Latte parzialmente scremato a lunga conservazione:
la prova é stata suddivisa in tre test, usandoarttr@zioni diverse del patogeno e
del fago specifico, al fine di valutare il limiteassimo della sua capacita d'azione
nei confronti diListeria monocytogene$ono state effettuate diluizioni seriali in
base 10 diListeria monocytogenesd 1 ml di ciascuna di esse € stato poi
inoculato in 9 ml di latte. In ciascuna provettd dampione trattato, € stato
inserito 1 ml di soluzione di Batteriofago 1ZS1.
Nel primo test & stato usato un titoloLdsteria monocytogengsari a 18UFC/ml
e di 1ZS1 pari a 8UFP/m.
Nel secondo testlisteria monocytogenepari a 18UFC/ml e 1ZS1 pari a
10°UFP/m.
Nel terzo,Listeria monocytogengsri a 18 UFC/ml e 1ZS1 pari a FOUFP/m.

0 Formaggio fuso:
nella seconda parte della sperimentazione si etowolhalutare I'attivita del
Batteriofago 1ZS1 contraListeria monocytogenesitilizzando come matrice
alimentare porzioni di formaggio fuso. Ogni singptarzione (20 g circa) e stata
immersa in una soluzione (400 ml)ldsteria monocytogengsari a 16 UFC/ml
per 6 minuti. Dopo aver lasciato asciugare a teatpest ambiente, la meta delle
porzioni di formaggio fuso €& stata immersa in umduzone (200 ml) di
Batteriofago 12S1 5x10UFP/ml per 3 minuti; le restanti porzioni (camgioon
trattati) non hanno subito tale trattamento e s®wite da campioni di controllo.
Le porzioni di formaggio fuso cosi ottenute soretestconfezionate e conservate
a 5°C.

(0 Taleggio DOP:
come terza prova sono state usate 3 forme di Taldd@P (formaggio a pasta

cruda, stagionato 35-40 gg), contaminate per imioees(10-15 minuti) con una
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sospensione diisteria monocytogenegari a 10 UFC/ml. Una volta estratte,
sono state lasciate ad asciugare all’aria per 1@vbbiti, in modo da ottenere una
concentrazione superficiale Histeria monocytogengsari a circa 1DUFC/cnf.
Successivamente, la meta delle forme e stata farotean una soluzione di
Batteriofago 1ZS1 (300 ml circa), con un titolo parl0 UFP/ml. Dopo averle
lasciate asciugare all’aria, tutte le forme soraiesbccuratamente re-incartate e
poste in frigo termostato a 5°C.
0 Gorgonzola DOP:
tre croste di Gorgonzola DOP sono state trattadogamente a quanto descritto
per il Taleggio DOP
0 Grana Padano DOP:
poiché da prove sperimentali riportate nell’apposiezione del sito www.ars-
alimentaria.it era emerso come tutti i patogeniis&sro rapidamente inattivati
nella fase di riscaldamento della caldaia, la prévatata eseguita con il solo
ceppoE. coli 0157:H7 al fine di valutare la possibile azionébémte del fago
MS2. E. coli e stato sperimentalmente immesso in caldaia all@entrazione di
10* UFC/ml mentre il fago & stato impiegato anch’eaia concentrazione di
10°UFP/ml.

Valutazione analitica

In tutte le prove, il titolo dListeria monocytogenes stato calcolato eseguendo
delle diluizioni seriali in base 10 del ceppo bate Successivamente sono stati
piastrati 100 ul di ciascuna diluizione su piastreALOA agar (Agar Listeria
Ottaviani Agosti) e, dopo averle incubate in aevsbiper 48 ore a 37°C, si €
proceduto alla numerazione disteria monocytogeneper ricavarne il titolo
iniziale. Il titolo € stato inoltre calcolato siauiscampioni trattati, che sui
campioni non trattati (controllo positivo) poi espso in UFC/ml o rapportato
alla superficie presa in esame (UFCInPer ottenere il titolo del Batteriofago
IZS1, per ciascun campione trattato, si & procedoto la diluizione seriale in

base 10 della soluzione in esame. Successivamantalilciascuna diluizione e
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stato messo a contatto per 45 minuti con 100 plpellet di Listeria
monocytogenese, al termine dell’incubazione, ciascuna diluido® stata
piastrata su una piastra di PCA agar (Plate Cogair)ALe piastre cosi ottenute
sono state incubate a 30°C per 48 ore; infinemiogeduto alla determinazione
del titolo virale contando il numero di placche ldii formatesi per ciascuna
diluizione, esprimendo quindi il titolo del fago FP/ml o UFP/ crh

Per quanto riguarda la prima prova, condotta sie lparzialmente scremato a
lunga conservazione in tre test separati, i cangm@nti sono stati eseguiti
secondo il prospetto riportato in Tabella 1, 2,parégrafo 8.3). Le analisi dei
prelievi al tempo zero, dopo 12 ore e dopo 24 oresstate eseguite secondo la
metodica: “Numerazione diisteria monocytogenesu piastredi ALOA agar
incubate in aerobiosi a 30°C per 48 ore”.

Nella seconda prova, effettuata su formaggio fuger ogni singolo
campionamento € stata prelevata una porzione dipicam trattato col
Batteriofago 1ZS1 e una di campione non trattater poter cosi valutare
correttamente l'attivita del fago nei confronti disteria Monocytogenesl
campioni, 20 g circa ciascuno, sono stati omogeaéizn 40 ml di soluzione
APT (Acqua Peptonata Tamponata) al 6% in Tween®@dfite I'utilizzo di uno
stomacher. | campionamenti, oltre che al tempo, @00 stati effettuati dopo 12
e 24 ore (Te Ty), e poi dopo 7, 15, 25, 40, 50 e 65 giorni di @wazione a 5°C
(vedi Tabella 4; paragrafo 8.3).

Nella terza e quarta prova, condotte rispettivament formaggio Taleggio DOP
e Gorgonzola DOP, i campionamenti sono stati ef#ttal tempo zero, e dopo 7,
14, 21 e 28 giorni (vedi Tabella 5; paragrafo 8I8).questo caso, per ogni
campionamento, si € proceduto di volta in voltargiqvare % di forma, la cui
superficie é stata lavata utilizzando 100 ml dugmne APT al 6% in Tween®
80.

La prova eseguita con il Grana Padano DOP é stagdterizzata da un solo punto
di prelievo a 12 ore a causa della completa wettone del patogeno anche nel

controllo gia poche ore dall'inoculo stesso.
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7.4 Prove sperimentali con disinfettanti

| disinfettanti utilizzati per le prove erano risipeamente rappresentati da
perossido di idrogeno (acqua ossigenata) ed aattiod.

I campionamenti e le analisi microbiologiche somatiscondotti applicando la
norma: “Numerazione dListeria monocytogene¢$LM), sui contaminati, su
piastredi ALOA agar (ISO 11290-2) incubate in aerobio8i0&8C per 48 ore”.

7.4.1. Sperimentazione con perossido di idrogeno (acquasigenata)

La prova e stata eseguita su piatti di GorgonzdPe su forme di Taleggio
DOP. E’ stata eseguita la contaminazione dellaréopedei formaggi con una
miscela costituita da tre ceppildsteria monocytogengd di riferimento ATCC
e 2 ceppi di campo isolati da prodotti a basetti)a

In una prima prova sono state contaminate per isioree forme di Taleggio
DOP (per una concentrazione batterica di partemziaapl,1 x 1OUFC/cnf) e
piatti di Gorgonzola DOP (per una concentrazionéebaa di partenza pari a 2,1
x 10° UFC/cnf) per circa 10 minuti. Dopo averle lasciate asciugdraria, le
forme ed i piatti sono state nuovamente immersesdluzioni contenenti il
disinfettante al 10% (concentrazione di principitiva-perossido di idrogeno:
4,2%) ed all'l% e, dopo averle lasciate a tempesambiente per circa 24 ore, Si
e proceduto al prelievo per verificare I'efficadiel trattamento.

Per le forme di Taleggio DOP, il conteggio ldsteria monocytogeneg stato
effettuato sul liquido con cui sono state lavatefdeme (100 ml di soluzione
fisiologica) ed il risultato e stato rapportatcaaduperficie della forma. Per i piatti
di Gorgonzola, il conteggio & stato invece esegsiitein pool di tre aree di 5 ém
prelevate con bisturi sterile.

In un secondo momento il disinfettante e stato aomnte testato su piatti di
Gorgonzola DOP. Anche in questo secondo test ttgidi Gorgonzola DOP e
stato contaminato con una miscela dei tre ceppLigieria monocytogenes
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precedentemente menzionati. La contaminazionet& esaguita appoggiando per
circa 10 minuti la faccia superiore del piatto dinhaggio su un sottile film di
soluzione del patogeno in modo da non inquinangalée inferiore. Dopo che il
prodotto & stato lasciato asciugare all'aria pecaci20 minuti a temperatura
ambiente, € stato eseguito un campionamento ilo trign delimitatore (aree di 5
cn?), per verificare il livello di contaminazione.
E stato poi eseguito il campionamento in tre diveusiti del piatto di Gorgonzola
al fine di verificare I'’eventuale azione battermidel disinfettante.
La seconda prova € stata eseguita su croste doGootg, sulla superficie esterna
di un salame e su una superficie ambientale pEB0acnf (vassoio in acciaio).
Le tre tipologie di campione sono state contamigate una miscela costituita da
tre ceppi diListeria monocytogengd di riferimento ATCC e 2 ceppi di campo),
tale da ottenere una concentrazione sulle divergeerici di circa 16
10'UFC/cnf. Con un’ansata della medesima sospensione battsoico inoltre
state seminate 2 piastre di ALOA.
Per quanto riguarda il Gorgonzola, la contaminazi@rstata eseguita distribuendo
omogeneamente tramite pipetta 15 ml di sospendiatterica a titolo noto, sulla
faccia con crosta del formaggio.
La contaminazione della superficie esterna del nsalaé stata effettuata
immergendo lo stesso in una soluzione a titolo Kofmtogeno.
Per la superficie ambientale la contaminazionesseguita in maniera analoga
a quanto gia descritto per la faccia del Gorgonzola
Dopo la contaminazione, eseguita in doppio per diglogia di superficie, le
diverse matrici sono state lasciate asciugare adagente per circa 60 minuti a
temperatura ambiente.
Sono stati quindi eseguiti i seguenti campionamenti

- prelievo in doppio sul formaggio, asportando 2 morizdi superficie di

100 cnf;
- lavaggio della superficie del salame tramite 100dmAPT e prelievo in

singolo del liquido di lavaggio;
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- campionamento in singolo del vassoio tramite wiizli tampone su una
superficie di 100 cf

| campioni e una delle 2 piastre di ALOA seminatec quindi stati trasferiti in
una cella di stagionatura impostata ad una temperati 10°C e UR (Umidita
Relativa) pari all'85%. All'interno della cella éasa nebulizzata per 60 secondi
una soluzione alla concentrazione al 10% del diiahte (4,2% di principio
attivo) e lasciata agire sulle diverse matrici gieca un’ora.
Al termine del trattamento sono state campionateeeliverse superfici con la
stessa modalita indicata precedentemente. La @iaitrALOA seminata con
Listeria monocytogeneg stata incubata in termostato a 37°C per 48 ore,
analogamente all’'altra piastra che era stata ceatein frigorifero per la durata

del trattamento.

7.4.2. Sperimentazione su croste di Gorgonzola con acidrganici naturali

13

“cido lattico

Novantasei (96) croste di Gorgonzola DOP (5 ciascuna) del peso di circa 5
grammi sono state depositate su piastre Petrilistgriqueste, 48 piastre sono
state contaminate con una miscela di tre ceppisieria monocytogenesd una
concentrazione di circa 10UFC/ml (ceppi: ATCC 19115, ceppo di campo
IZSLER n° 103372/2 07, ceppo di campo IZSLER n° ZBB2 06, isolati
rispettivamente da latte, formaggio e Gorgonzdla)altre 48 piastre sono state
contaminate corSalmonellaTyphimurium ad una concentrazione di circd 10
UFC/mI (ATCC6994, ceppo di campo IZSLER n° 969@8ppo di campo
IZSLER n° 43259/2). Dodici campioni contaminati dasteria monocytogenes
12 campioni contaminati caBalmonellaTyphimurium sono stati utilizzati come
controllo negativo (non trattato). Sono state prafeatre soluzioni di acido lattico
rispettivamente al 1.5%, 3% e 5%.

Per ogni patogeno considerato, 12 piastre sone siddizionate con 1 ml di

soluzione di acido lattico ad ognuna delle tre emtiazioni sperimentali, per un
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totale di 36 piastre. | risultati sono espressi eommedia del triplice
campionamento. Dopo essere state asciugate leepsastio state richiuse e poste

in frigorifero a 4°C.

7.4.3. Prove sperimentali di modulazione dell’andamento depatogeni

Per differenti tipologie di prodotti sono state gusiee specifiche sperimentazioni
finalizzate, anche mediante modelli di microbiokogiredittiva, a valutare la
possibile influenza delle flore lattiche sull'andamto dei patogeni. Protocolli
sperimentali e risultati sono disponibili sul sito

www.agricoltura.regione.lombardia.it nella relazdimale del Progetto.
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8. Risultati e discussione

8.1 Identificazione degli stabilimenti, controllo mcrobiologico sui prodotti e
sugli stabilimenti
Per tutti gli stabilimenti considerati si € proceguladdove ancora non
disponibili, alla raccolta delle caratteristichae geodotti e dei processi e tutte le
informazioni sono state rese disponibili sul sisenmformativo www.ars-
alimentaria.it.
Tutti i campioni di Grana Padano DOP esaminati4&.6ampioni) sono risultati
negativi alla ricerca dListeria monocytogenesalmonellaspp, Campylobacter
spp eE. coli VTEC. Anche i tamponi ambientali eseguiti in quesséibilimenti di
produzione (4.000 tamponi) non hanno consentitoistiontrare la presenza di
alcun patogeno.
Relativamente al Gorgonzola DOP sono stati campi@yastabilimenti per un
totale di 380 raschiati di crosta e 608 tamponiiamtali. Solo in 3 stabilimenti
non e stato possibile riscontrare la presendastieriaspp ed in 15 é stata isolata
Listeria monocytogene®ei 380 raschiati di crosta il 57,1% é risultaiusitivo
perListeriaspp e I'11% petListeria monocytogenes
Sono inoltre stati campionati 34 caseifici affereditConsorzio Taleggio DOP e
31 stagionatori per un totale di 900 campioni dosta e 1.145 tamponi
ambientali. L'83% degli stabilimenti e risultato gtivo per Listeria spp e |l
16,9% perListeria monocytogenesu crosta; dei tamponi esaminati il 22,2%
presentava contaminazioneldateriaspp e il 3.8% daisteria monocytogenes
Relativamente alla presenzaSkimonellaspp in prodotti a base di carne e negli
stabilimenti € emerso come, di 2.502 campioni esatnil52 (6,1%) siano
risultati positivi, mentre solo nel 2% dei tampanibientali & stato evidenziato il
patogeno. Nella stessa tipologia di prodddiaphylococcus aureug stato
riscontrato solo nello 0,45% dei campioni, mentisteria monocytogenesel

18% dei casi esaminati.
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Nei burri presi in esame, il 40% ha rivelato lagemeza diE. coli anche se solo
nell’1% si trattava dE. coli 0157
La presenza dClostridium botulinumnel mascarpone non e stata evidenziata in

nessun campione esaminato.

8.2 Messa a punto in laboratorio di metodiche di d®ntaminazione

Isolamento di fagi
E’ stato possibile isolare fagi soprattutto neifconti di Listeria Monocytogenes
(Figura 1). Tra questi, per le prove sperimentalstato utilizzato un fago
denominato 1ZS1.

Figura 1 - Crescita di placche fagiche su terren@A(Plate Count Agar).

Isolamento dei batteri lattici dalla matrice e cd#iexizzazione molecolare
mediante ARDRA e RiboPrinter

Dai diversi lotti di formaggi DOP sono stati isolat156 ceppi. Ciascuno di questi
era presente ad una concentrazione minima di UBC/g di formaggio,

corrispondente alla quantita minima prevista pgrabiotici. Sulla base delle
tecniche di caratterizzazione molecolare utilizzatso stati identificati 426 ceppi
appartenenti al gruppo delle flore lattiche. Le dipecie prevalenti rilevate
mediante tecnica ARDRA sono risultaténterococcus faecalig16%) ed

Enterococcus durans faeciufh4%). Altre specie meno rappresentate sono state:
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Lactobacillus curvatug5%); Lactobacillus pantheris/Lactococcus pantl{gfo);
Lactobacillus/Lactococcus Lcb pantheris Lc lacti®d%); Lactococcus
paraplantarum(3%); Streptococcus termophilu8%); Enterococcusspp (2%);
Lactococcus garviae/Enterococcy@%); Lactobacillus delbrueckii bulgaricus
(1%); Lactobacillus parabuchnei(1%). 1l 40% del totale dei ceppi analizzati era
costituito da specie microbiche in percentuale @ergnente poco rilevante e tra
questi sono stati identificati anclhectobacillus lactis cremorig Lactobacillus
salivarius | risultati ottenuti mediante ribotipizzazione t@amatica hanno
confermato la caratterizzazione molecolare esegaiametodo ARDRA. Nella
Figura 2, viene riportata la distribuzione dei deapplati ed identificati mediante
il metodo ARDRA.

Figura 2 - Identificazione delle flore lattiche iate da formaggi DOP mediante il metodo ARDRA
(elenco decrescente in legenda disposto in seresioarnel grafico)

Oaltre specie

B Enterococcus faecalis

40%

O Enterococcus durans faecium
O Lactobacillus curvatus
H Lactobacillus pantheris/Lactococcus panther
O Lactobacillus/Lactococcus Lcb pantheris Lc lactis
lactis
16% M Lactobacillus salivarius

O Lactococcus paraplantarum

W Streptococcus thermophilus

H Enterococcus spp
O Lactococcus garvieae/Enterococcus
O Lactobacillus delbrueckii bulgaricus

H Lactobacillus parabuchneri

Produzione di batteriocine
Su un totale di 426 ceppi di batteri lattici (Figus), 274 (pari al 64%) hanno
determinato la formazione dell’alone di inibiziomei confronti dei microrganismi

patogeni riconducibile alla produzione di batteimec | ceppi che non hanno
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determinato aloni di inibizione della crescita geitogeni sono stati qualificati

come ‘negativi’.

Figura 3 - Esito del saggio di produzione di baibeine (indicati come positivi i batteri lattici
risultati attivi nei confronti di almeno un ceppatpgeno)

36%

@ POSITIVI: 274

64%
B NEGATIVI: 152

Nella Figura 4 invece, sono riportate per ogni siagpatogeno le percentuali
relative al numero di batteri lattici produttori lattteriocine in grado di inibirne la

crescita.

Figura 4 - Esito verso singolo patogeno del sagijiproduzione di batteriocine
(? =risultato dubbio)

LISTERIA MONOCYTOGENES SALMONELLA ENTERICA
SUBSPECIE ENTERICA
6% 5% 6% 3%
@ POS:242 @ POS:251
BNEG:17 mNEG:16
07:15 a?7
89% 91%
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92%

SALMONELLA TIPHYMURIUM SALMONELLA NAPOLI
5% 6% 6% 1%
@ POS:244 mPOS:253
m NEG:14 mNEG:17
07?:16 o?:4
89% 93%
SALMONELLA DERBY SALMONELLA ENTERITIDIS
8%
7% 1% 4%
@ POS:251 @ POS:241
m NEG:19 mNEG:11
o?:4 07?:22

88%

ESCHERICHIA COLI O157:H7

91%

STAPHYLOCOCCUS AUREUS

0, 4%
6% 3% 6% “ 7
o POS:249 o POS:247
mNEG:16 B NEG:16
o?9 0?11

90%

Adesivita dei batteri lattici al substrato celluar

| 274 batteri lattici produttori di batteriocinerspstati testati per valutare la loro
capacita di aderire ad un substrato cellulare,radg di riprodurrein vitro le
caratteristiche morfo-funzionali degli enterociigco-2). Il fattore discriminante
che ha permesso di valutare I'aderenza del battaticwo alla linea cellulare
Caco-2, e stato la perdita di due logaritmi tractmita delle colonie prima
dellinoculo e la conta delle colonie dopo l'inocukul substrato cellulare.
Utilizzando questo criterio, 211 ceppi (pari al )7%ono risultati dotati di

capacita adesiva (Figura 5).
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Figura 5 - Esito del saggio di adesione dei battetiici al substrato cellulare (Caco-2)

23%

@ aderiti:211

m non aderiti:63
17%

8.3 Prove sperimentali su prodotti artificialmentecontaminati

Prove sperimentali con batteriofagi

Profilo di Listeria monocytogenes del Batteriofago 1ZS1: osservando i risultati
riportati nella Tabella 1 e nel relativo graficoigéira 6) si nota come nel

campione trattato, il titolo dListeria monocytogenesubisca un abbattimento
superiore ai sette logaritmi rispetto al corrispetcampione di controllo. Questa

differenza é gia visibile al tempo zero.
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Tabella 1 - Schema campionamenti e prelievi effiéitisul latte UHT parzialmente scremato. C
+:1 ml di Listeria monocytogenes (con titolo di®A0FC/ml) in 9 ml di latte; C.T.: 1ml di Listeria
monocytogenes (con titolo di®l0FC/ml) in 9 ml di latte + 1 ml di Batteriofago $1 (con titolo
di 10%° UFP/ml); Ty: prelievo al tempo zero; 13 prelievo dopo 12 ore; iy prelievo dopo 24
ore. Temperatura d’'incubazione: 4°C. Dati espréssiFC/ml.

To >10°(34|>10| 4 | >1F | / | >1@ | / | >1F | / | 30| /| 3| [/
T1on >10°| / |>10°| / |>250| / |>250| / | 195 | /| 18| /| 2| [/
Toan >10°| / |>10°| / |>250| / |>250| / |>250| / | 53| /| 3| [/

Figura 6 - Andamento di Listeria monocytogenes #@dBiafago 1ZS1 in latte UHT parzialmente
scremato con titolo iniziale di Listeria monocytage pari a 1 UFC/ml

—&— T 0 Trattato
—@— T 0 Controllo +
10.00 + —aA— T 12h Trattato

o L m\: = R T 12h Controllo +

8.00 X 3(\\
_ 7.00 —— T 24h Controllo +
S |
o \\ —e— T 24h Trattato
L 5.00
)
g, 4.00
S 3.00

2.00 -

1.00

0.00 A— : * ® *®

-1 -2 -3 -4 -5 -6 -7
Diluizioni
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Tabella 2 - Schema campionamenti e prelievi etiéitgul latte UHT parzialmente scremato. C+:
1 ml di Listeria monocytogenes (con titolo df LFC/ml) in 9 ml di latte; C.T.: 1 ml di Listeria
monocytogenes (con titolo di2OFC/ml) in 9 ml di latte + 1 ml di Batteriofago & (con titolo
di 10 UFP/mI); To: prelievo al tempo zero; % prelievo dopo 12 ore; j; prelievo dopo 24
ore.Temperatura d’'incubazione: 4°C. Dati espresdUFC/ml.

C C C
Campionamenti C+ |CT| C+ T C+ T C+ T C+ | CT
To >250 | >25Q0 172 71 30 3 1 / / /
T1on >250 | 126| 166 31 17 / / / / /
Toan >250| 10 245 1 25 / 3 / / /

Figura 7 - Andamento di Listeria monocytogenes #@dBiafago 1ZS1 in latte UHT parzialmente
scremato con titolo iniziale di Listeria monocytage pari a 10 UFC/ml

—&— T 0 Trattato
—m—TO0 Controllo +
9,00 - —aA— T 12h Trattato
8,00 R T 12h Controllo +
7,00 -
L 6.00 - \ —x—T 24h Controllo +
O 5,00 —e— T 24h Trattato
L \
3_ 4,00
(o2
o 3,00
-
2100 M
1,00 - c
0,00 T . : > T
1 2 -3 4 5
Diluizioni

Nel secondo caso, dove le concentrazioni del patoge del fago sono state
diminuite di 3 logaritmi e cinque rispettivamentedi Tabella 2), si nota come
nel campione trattato il titolo diisteria monocytogenesubisca sempre un
abbattimento, anche se in maniera inferiore (FigQraNel terzo caso, invece,
dove le concentrazioni sono state ulteriormenteirdiite di altre 2 grandezze
logaritmiche, I'abbattimento del patogeno € quasilevante e fortemente

dipendente dalla poca presenza del virus (Tabadl&igura 8).
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Tabella 3 - Schema campionamenti e prelievi effittsul latte UHT parzialmente scremato.
C+:1 ml di Listeria monocytogenes (con titolo di*1l0FC/ml) in 9 ml di latte; C.T.: 1 ml di
Listeria monocytogenes (con titolo di*10FC/ml) in 9 ml di latte + 1 ml di Batteriofago $1
(con titolo di 16 UFC/ml); Ty: prelievo al tempo zero; 3 prelievo dopo 12 ore; j: prelievo
dopo 24 ore.Temperatura d’incubazione: 4°C. Dagiressi in UFC/ml

Campionamenti

To 9 9 3 / / /
T1i2n 22 10 2 2 / /
Toan 32 29 4 1 / /

Figura 8 - Andamento di Listeria monocytogenes #@dBiafago 1ZS1 in latte UHT parzialmente
scremato con titolo iniziale di Listeria monocytage pari a 16 UFC/ml

—&— T 0 Trattato

—@—T0 Controllo +

1,60 —4A— T 12h Trattato
1,40 & T 12h Controllo +
120 —¥— T 24h Controllo +
1,00 -

, —e— T 24h Trattato

Log. UFC/ml

0,60 -

0,40 - \.\

0,20

0,00 \ \n

-1 -2 -3

Diluizioni

In Tabella 4 si osserva come, nei campioni cheduago da controlli positivi, il
titolo di Listeria monocytogenesi sia mantenuto costante e simile a quello di
partenza+10° UFC/ml) per i primi 10 giorni d'incubazione. Dopalé periodo si
nota come il patogeno abbia avuto una tendenzpradrrsi e ad aumentare la
propria concentrazione (Figura 9), che e rimasta @imeno costante per i

successivi 50 giorni. Nelle corrispettive porzidrattate con il batteriofago si

36



nota, invece, come il titolo diisteria monocytogenes sia mantenuto al di sotto
del limite di rilevabilita possibile tramite piaatura del campione, per piu di due
settimane (Figura 9). Solo dopo 20 giorni dallimidella sperimentazione, infatti,
si nota un aumento del titolo del patogeno in esaltiaterno delle porzioni di
formaggio fuso trattate col Batteriofago 1ZS1. Talenento, che ha raggiunto un
valore finale di circa 0UFC/m, & risultato comunque inferiore al titolteviato
nelle rispettive porzioni di controllo. Nel success periodo d’incubazione,
'andamento del patogeno nei campioni trattati €81 si € mantenuto piu o
meno costante fino a fine sperimentazione, non range il livello di
concentrazione diisteria monocytogenasscontrato nel controllo (Figura 9). Per
quanto riguarda l'andamento del Batteriofago 1ZSsi, evidenzia come
guest’ultimo si sia mantenuto pressoché costante tpita la durata della

sperimentazione, confermando una concentraziooiecdi 16 — 10 UFP/m.

Tabella 4 - Schema campionamenti e prelievi efiéiteu porzioni di formaggio fuso

T, 3x1F 6x10 9x1¢ Tempo zero
T, 4.5x1¢ 0 9.3x16 12 ore
T, 3x10 0 7.8x16 24 ore
Ts 4.5x1G 0 1.5x16 7 giorni
Ta 2.2x1G 0 5.1x16 15 giorni
Ts 910 6x10 8.8x10 25 giorni
Te 9.4x1CG 2.1x1G 3x10 40 giorni
T, 1.1x1d¢ 6x10° 3x1¢ 50 giorni
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Ts 8.3x10 1.8x1G 1.38x10 65 giorni

Figura 9 - Andamento di Listeria monocytogenes #dBiafago 1ZS1 in porzioni di formaggio
fuso a 5°C. T1: 12 ore; T2: 24 ore; T3: 7 giorni4:T15 giorni; T5: 25 giorni; T6: 40 giorni; T7:
50 giorni; T8: 65 giorni

Attivita Fagica su Formaggio fuso —&— controllo +
800 —&— trattato
7,00 - ‘_H\A/‘/‘\‘_‘/‘ —&— fago
6,00 -
3 5,00
LL

S 4,00 /\/——*‘—ﬁ

S 3,00

3 e " ),Q
1,00 AN

0,00 \ I l/ !

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Tempi di Prelevamento

In Figura 10 sono riportati rispettivamente gli anmeénti di Listeria
monocytogenes del Batteriofago 1ZS1, sulle forme di Taleggi®@P utilizzate
per la sperimentazione e conservate per tuttadadsvata ad una temperatura di
5°C (temperatura simile alle condizioni in cui iaento dovrebbe essere
mantenuto nel circuito della grande distribuzioria).questo caso, si evidenzia
come I'andamento del batteriofago nel corso deberimmentazione (28 giorni)
tende a diminuire, anche se solo di un’'unita ldgada, passando da una
concentrazione iniziale di circa 2.QFP/cnf ad una concentrazione di circa*10
UFP/cnf (Tabella 5). La concentrazione del patogeno, siacampione trattato
che in quello non trattato, tende a calare considd#mente gia dopo una
settimana, diminuendo di 2,5 — 2 unita logaritmiafepettivamente, per poi
mantenersi piu 0 meno costante nelle successivett8Bnane. Si nota come
Listeria monocytogenasel campione trattato presenti sempre una coraaatre
piu bassa rispetto al corrispettivo campione ditiio (Figura 10).
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Tabella 5 - Schema campionamenti e prelievi efiéitsu Taleggio DOP

T, 2,3x10 1,2x16 9,6x1d
T.(7 giorni) 1,6x1¢ 5,8x1G 6,5x10
T, (14 giorni) 3,9x1C0 1,4x1G 5,4x1d
T3(21 giorni) 1,8x10 N.D. 6x10
T, (28 giorni) 5,2x1G 6.8x10 1.9x1d

Figura 10 - Andamento di Listeria monocytogenestieBiofago 1ZS1 su forme di Taleggio DOP,
incubate a 5°C. T1: 7 giorni; T2: 14 giorni; T3: Zjiorni; T4: 28 giorni

Attivita Fagica su Taleggio DOP —e— Controllo C+

—i— Trattato

Fago

Log.ufc/cm 2
o = N w N ol [ep)

TO T1 T2 T3 T4

Tempi di Prelevamento

Prove con Gorgonzola DOP: le prove, condotte tis@@nente a 5 e 10°C hanno
dato risultati sovrapponibili a quelli ottenuti BuSuperfici del Taleggio. In nessun
caso tuttavia la sperimentazione ha potuto pratpensun periodo superiore ai 30
giorni poiché, probabilmente a causa di fattori Emtali limitativi come

temperatura e umidita, presenti nelle condiziomrspentali e sulle sole croste,
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dopo tale data si osservava costantemente la ciaditninuzione della presenza
di Listeria monocytogenes anche nei campioni di controllo.

La prova eseguita sul Grana Padano DOP non ha miosei fornire utili
informazioni poiché il patogeno in esame non etearigicontrabile dopo poche ore
dall'infezione. Il fago impiegato ha comunque ditna® di sopravvivere per
tutto il periodo di stagionatura delle forma, irehido quindi una possibilita

applicativa.
8.4 Prove sperimentali con disinfettanti

Nella prima prova, Tabella 6 e 7, il Taleggio DOBggentava una contaminazione
di Listeria monocytogenedi partenza pari a circa 1,1 x 2LQFC/cnf. Nella
forma di Taleggio DOP lasciata asciugare e poitatat con soluzione di
disinfettante al 10%, dopo 24 ore a temperaturaiemdy si e osservata la
diminuzione della concentrazione ldsteria monocytogenedi circa 2 logaritmi
(2,4 x 14 UFC/cnf).

Nella forma di Taleggio DOP lasciata asciugare etgaitata con soluzione di
disinfettante al 1%, dopo 24 ore a temperatura am®j si € osservato la
diminuzione della concentrazione ldsteria monocytogenedi circa 2 logaritmi
(1,9 x 1d UFC/cnf), sostanzialmente uguale all’abbattimento ottenuédia
forma trattata con concentrazione di disinfettaht®0%.

Sempre nella prima prova i piatti di Gorgonzola D@Resentavano una
contaminazione iniziale diisteria monocytogenedi circa 2,1 x 10 UFC/cnf.

Nel piatto di Gorgonzola lasciato asciugare e paitdto per immersione con
soluzione di disinfettante al 10%, dopo 24 ore mpteratura ambiente, si €
osservata la diminuzione della concentrazione L@teria monocytogenes
inferiore a un logaritmo (7 x 2QUFC/cnf).

Nel piatto di Gorgonzola lasciato asciugare e paitdto per immersione con

soluzione di disinfettante al 1%, dopo 24 ore aperatura ambiente, non e stata
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evidenziata differenza  significativa rispetto allaconcentrazione di

contaminazione.

Tabella 6 - Concentrazione di Listeria monocytogengcontrata sulle diverse superfici (espressa
come UFC/crf) dopo trattamento di 24 h con disinfettante al 10%

Crosta Taleggio DOP 11x1 24x1

Piatto Gorgonzola DOP 2,1x%0 7,5x 10

Tabella 7 - Concentrazione di Listeria monocytogengcontrata sulle diverse superfici (espressa
come UFC/crf) dopo trattamento di 24 h con disinfettante al 1%

Crosta Taleggio DOP 1,1x1 19x1

Piatto Gorgonzola DOP 2,1 x%0 2,1x16

Nella seconda prova, eseguita su croste di Gordg@n2®P, sulla superficie
esterna di un salame e su un vassoio in acciai@06i cnf, Tabella 8, il
campionamento sul piatto di Gorgonzola e stato wesegn triplo su aree di 5
cn?, per verificare il livello di contaminazione aitifle iniziale ed ha fornito il
seguente risultato:

« 4,6 x 16 UFC/cnt

« 3,2 x 16 UFC/enf

« 6,8 x 16 UFC/cnf
con un valore medio di 6,8 x 10FC/cnf.
II campionamento, eseguito dopo un contatto di 60utn col disinfettante al
10%, ha fornito il seguente esito:

« 2,2 x 16 UFC/cnt
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« 2,5x 16 UFC/cnt

« 7,3x 16 UFC/cnt
con un valore medio di 4 x 1QFC/cnf.
Il disinfettante quindi, alla concentrazione cohaig di utilizzo (10%) non ha
presentato efficacia nei confrontildsteria monocytogenes.

Tabella 8 - Concentrazione di Listeria monocytogengcontrata sulle diverse superfici (espressa
come UFC/crf) dopo trattamento di 1 h con disinfettante al 10%

Crosta Gorgonzola 6,8x1 4x1
Salame 2x10 2,6 x1d
Vassoio 5x1b 5x 10

Per quanto riguarda la superficie esterna del sgldrtrattamento ha determinato
la diminuzione del titolo batterico di un valoregyitmico, mentre sul vassoio in
acciaio non si é stata rilevata una sostanzial@ziane nella concentrazione del
patogeno.

La piastra di ALOA seminata con un’ansata della cels di Listeria
monocytogenes posizionata in cella di stagionatura (10°C, 85%) durante |l
trattamento con disinfettante, ha consentito |&ata del patogeno in modo del
tutto analogo a quello della piastra di controlbmrsottoposta a trattamento.

Sperimentazione su croste di Gorgonzola con acdigamici naturali - “acido
lattico”

Pur necessitando di ulteriori dati sperimentalpsd definire che 'acido lattico,
anche in basse concentrazioni, abbia un blanddteféeilla concentrazione di

patogeni nella crosta del formaggio Gorgonzolai (aa riportati).
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Prove di modulazione dei patogeni
| risultati delle sperimentazioni sono riportatillaerelazione finale del Progetto

all'interno del sito www.agricoltura.regione.lomba.it.
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9. Conclusioni

| risultati, nel loro complesso, mettono in evidenda un lato la necessita di
approfondire gli sforzi al fine di potere assiceranaggiori garanzie di sicurezza
alimentare e, dall’altro, come alcune prassi didbmontaminazione, seppure da
sole non esaustive, possano contribuire a taldtoie

E’ evidente, infatti, come le aziende alimentarnrsiano in grado di garantire la
totale sicurezza degli alimenti e di evitare i cdsitossinfezioni alimentari,
nonostante le buone prassi igieniche, l'introdueiciell’analisi del rischio e dei
punti critici di controllo (HACCP) (29).

Le prove eseguite con i fagi hanno evidenziato cajuesti ultimi possano
svolgere un’azione di contrasto nei confronti Histeria monocytogenes
all'interno di una matrice alimentare liquida, qudllatte parzialmente scremato a
lunga conservazione mantenuto a una temperaturangiervazione di 4°C. Tali
prove hanno permesso di individuare il titolo minimecessario di batteriofago in
grado di garantire un'efficace attivita nei confrordel patogeno. Piu
precisamente, si € dimostrato come il Batteriofidfil sia in grado di svolgere la
propria attivita battericida gia dopo poco tempdladaua aggiunta all'interno
dell'alimento e di protrarla nel tempo anche dopm#k. Infatti, gia al tempo zero,
il fago é in grado di abbattere il patogeno, indigentemente dal titolo di
partenza di quest’ultimo. Inoltre, queste condizginrmantengono costanti anche
con un titolo iniziale del batteriofago inferiore18® UFP/mI. Tuttavia, si pud
notare come la migliore attivita del BatteriofagtSIL nei confronti delldisteria
monocytogenesia svolta usando concentrazioni superiori & WEP/ml. Tale
attivita é direttamente connessa con la temperdiwanservazione ed il rapporto
tra la concentrazione fagica e quella battericimiti di questa prova sono
consistiti nel fatto che non forniscono informazisalla durata a lungo termine
dell'attivita fagica e sull’interazione con una maé¢ piu complessa, come quella
solida, nella quale esistono barriere fisiche ratlintro tra fago e cellula batterica

(cio che determina in valore assoluto le appareadiute di efficacia di questo
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trattamento). Il passo successivo, infatti, € statello di valutare l'attivita del
Batteriofago 1ZS1 su porzioni di formaggio fuso peere ulteriori conferme della
sua azione all'interno di matrici alimentari piumgdesse, oltre che ad ottenere
informazioni sulla sua attivita nel tempo alla m&dea temperatura. | risultati
ottenuti nella seconda prova hanno evidenziato comi®lo del batteriofago si
sia mantenuto costante per tutto il periodo dgderismentazione. Inoltre, si puo
notare come la temperatura di conservazione nora @fterato I'attivita del fago
nei confronti del patogeno. Per quanto riguardasstulémo, i dati ottenuti hanno
dimostrato chelisteria monocytogene® stata mantenuta sotto controllo
dall'effetto battericida del Batteriofago 1ZS1. iimé, nella terza parte della
sperimentazione é stato utilizzato come substeaforma del Taleggio DOP, per
rendere i risultati sperimentali il pitu possibilgpresentativi della situazione reale
di commercializzazione e conservazione. Infatti,Matrice risulta molto piu
complessa rispetto alle porzioni di formaggio fuso, quanto presenta una
superficie irregolare e ruvida in crosta, presdittee batteriche naturalmente
presenti nell’alimento e valori di pH sicuramentéu pbassi. Nonostante
I'introduzione delle suddette variabili, il Battefago 1ZS1 ha confermato, anche
se con minori effetti, i risultati ottenuti in pegenza. Un'ulteriore conferma é
stata data dall'efficacia temporale del trattamerdlta temperatura di
conservazione considerata (5° C). | risultati enki@no come la concentrazione,
e sopratutto I'attivita, del Batteriofago 1ZS1 &g mantenute costanti per tutto il
periodo preso in esame nelle sperimentazioni. iad@tstato evidenziato come la
temperatura di conservazione non abbia alterattvita del batteriofago nei
confronti diListeria monocytogengsuttavia, i suoi effetti inibitori sono risultati
dose dipendenti.

In definitiva, il Batteriofago 1ZS1 non solo non lpaoprieta indesiderabili, ma
rappresenta un vero e proprio agente naturale-“aisteria monocytogenésTali
risultati forniscono un piccolo passo verso |'esizge di ottenere 'omologazione
dell'utilizzo dei fagi come decontaminanti nei cil® nei processi di

trasformazione, dové.isteria monocytogenesappresenta una presenza talora
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difficilmente ovviabile delllambiente. Di fatto, ppre logica una futura
applicazione nel biocontrollo dei patogeni comeidalcontributo alla salute
pubblica.

Per quanto riguarda le sperimentazioni condottepsskibile utilizzo di batteri
lattici dotati di capacita biocompetitiva mediaetaborazione di batteriocine, alla
luce dei risultati ottenuti, il 50%lei 426 ceppi di batteri lattici analizzati ha
dimostrato in vitro di possedere potenziali proprieta capaci di appsrta
all'organismo umano un incremento della salute lebéeessere. La produzione
delle batteriocine e la capacita di adesione alkile intestinali risultano essere
caratteristiche che conferiscono alla popolaziondatteri lattici presenti nei
formaggi DOP la peculiarita di probiotici. | risatt ottenuti forniscono quindi una
documentazione scientifica per il consumatore pentp riguarda la presenza di
flore lattiche attive e funzionali in un formagdi@dizionale lombardo quale ad
esempio il Silter DOP. Queste caratteristiche,aialle proprieta nutrizionali ed al
legame con il territorio che contraddistinguonorogwtti tradizionali, possono
essere considerate elementi di valorizzazione delgito stesso, ad incremento
del valore aggiunto. Le prove sperimentali di canteazione hanno ulteriormente
supportato la considerazione che le popolaziotickst, endogene o no, oltre a
svolgere un’azione benefica per caratteristicheins¢che, possono modulare
'andamento dei patogeni contrastandone di fatta lirera crescita. L'efficacia
delle popolazioni lattiche biocompetitive rapprasequindi una possibilita da
cogliere, e in parte gia colta, da parte di pragutdi alimenti quali il Taleggio, il
salame e i prodotti fermentati in genere, nei qualipresenza dei patogeni
(Salmonellespp. elisteriaspp.) puo essere validamente contrastata gia @ulant
maturazione, ma ancor piu durante la shelf lifeghensu prodotto affettato o
porzionato.

Il trattamento superficiale delle forme di Taleggi@OP con soluzioni del
disinfettante e successiva sosta a temperaturaeatelper circa 24 ore e risultato
blandamente efficace nei confronti Histeria monocytogened. 'utilizzo del
disinfettante sia al 10% (concentrazione consigiahe all'1% ha determinato
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una riduzione di circa 2 logaritmi del patogenosprde sulla superficie del
formaggio, mettendo in evidenza un dato per nuHiacurabile nelle condizioni
normali di transfert del patogeno dall’ambiente.ttdvia, va precisato che
nell’esecuzione del test non é stato eseguito unpmme di controllo per
verificare I'eventuale abbattimento determinato @&laggio con una soluzione
priva del disinfettante. Minore effetto e stato edsato su piatti di Gorgonzola
DOP sottoposti a medesimo trattamento. La soluzdrdisinfettante al 10% ha
determinato, infatti, una riduzione inferiore ad logaritmo, mentre non & stato
evidenziato alcun effetto con la soluzione al 1%cle I'applicazione di una
soluzione del disinfettante al 10% mediante nebaliione sul piatto di
Gorgonzola non ha fornito risultati soddisfacenti.

Il progetto e stato pertanto caratterizzato dagitawgimento di tutti gli obiettivi
previsti, avendo sostanzialmente consentito di enetin evidenza le possibilita
applicative di metodi di biodecontaminazione netustria alimentare non solo a
livello sperimentale ma anche nelle condizioni ipte di stabilimento, come
documentato dall’esito delle prove sperimentaliatgiate nella relazione finale
del Progetto all'interno del sito www.agricoltuegione.lombardia.it. Come gia
premesso, solo le sperimentazioni con batteriofagppure incoraggianti dal
punto di vista dei risultati sperimentali, non sostate condotte a livello di
stabilimento per le ovvie ragioni legislative aredacunose a livello europeo.
L'utilizzo dei fagi viceversa puo al momento avwenunicamente su superfici a
contatto e ambienti, non direttamente sul prodstiaza che vengano elaborate le
documentazioni di innocuita previste dalla normeatiN progetto offre comunque
un utile contributo alla conoscenza dell'efficadei fagi e puo quindi contribuire
a dare sostenibilita scientifica a supporto deb lotilizzo, fatte salve le verifiche
di innocuita dei ceppi impiegati, come del restggrito ed auspicato dagli stessi

documenti EFSA citati in introduzione.
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