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Caratterizzazione molecolare di ceppi dPseudomonas fluorescens isolati in Umbria da
prodotti lattiero caseari - Molecular characterization of Pseudomonas fluorescens strains
isolated from dairy products in Umbria (Italy)

Cibotti S., Zicavo A., Dionisi A. M., Farneti Sarfbra V., Valiani A., Scuota S.

Abstract In the year 2010, there was an alert due to thegmce of abnormal colorations in dairy produdcssed by
the presence of a gram-negative bacterium, idedtdisPseudomonas fluorescens this paper we report the results of
analysis on samples tested, with particular regarthe molecular analysis performed on strainsateal in order to
assess their genetic correlation.

RiassuntoNell'estate 2010, si é verificata un'allerta igsto alla presenza di colorazioni anomale in ptodattiero-
caseari causate dalla presenza di un batterio geyativo, identificato com®seudomonas fluorescens questo
lavoro si riportano i risultati dell'attivita ditb@ratorio sui campioni esaminati presso la sed@ediigia dell'lZS Umbria
e Marche e I'analisi molecolare eseguita sui cesgbéti al fine di valutare la loro correlazionengéica.

Introduzione

Pseudomonas fluoresceasun batterio bastoncellare Gram negativo, strettde aerobio, catalasi
positivo, largamente diffuso in natura, in partarel nel suolo, nelle acque superficiali e nella
vegetazione (Hindson e Winter, 2002). La specieadjgme anche alla flora del cavo orofaringeo
umano e viene isolata con una certa frequenza bieste ospedaliero, particolarmente in soggetti
debilitati e da infezioni post-trasfusionali e neaforie (Gershman et al., 2008; Po-Ren et al.8199

Il germe possiede ottime capacita di adattamentarge situazioni ambientali e di resistenza ai
comuni disinfettanti, caratteristica che gli corteedi sopravvivere e moltiplicarsi anche negli
ambienti di lavorazione degli alimenti (Giaccon@1Q).

Il microrganismo puo essere veicolato, oltre chéaggua, da tutti gli alimenti con elevati valaki
attivita dell'acqua (Aw), come il latte, i vegetalila carne. Molte specie di Pseudomonas sono in
grado di produrre dei pigmenti idrosolubili che gpmso provocare alterazioni cromatiche nei
prodotti.

Fra questi i piu noti sono la fluoresceina (giallorato), la piorubina (rossastro), la piomelanina
(nero), la pioverdina (verde) e la piocianina (biala) (Giaccone, 2010). A questi si associa una
rara biovariante dPseudomonas fluorescecapace di produrre un pigmento intensamente blu.
Questa ultima sembra essere presente maggiornmentezzarelle ad acidificazione mista o lattica
piuttosto che in quelle ad acidificazione chimi€aii et al., 2003).

Nel mese di maggio 2010 e stato segnalato il pgasD italiano di "mozzarella blu”, prodotta in
Germania e acquistata presso la grande distribeiz@muesto primo caso sono seguite numerose
altre segnalazioni da parte di consumatori peréagnza di colorazioni anomale sulla superficie dei
prodotti acquistati. All'inizio le mozzarelle corolorazione anomala provenivano da un unico
stabilimento di produzione tedesco, pur essendoduen con diversi marchi commerciali.
Successivamente le segnalazioni hanno riguardatbeaprodotti lattiero caseari di produzione
nazionale e locale, evento che ha indotto le stAsserita Sanitarie ad effettuare campionamenti
presso i caseifici.

Le prime analisi effettuate presso gli Istituti poofilattico Sperimentali hanno consentito di
individuarePseudomonas fluoresceocsme responsabile della colorazione anomala.
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In questo lavoro si riportano i risultati dell'sité di laboratorio sui campioni esaminati presso |
sede di Perugia dell'lZS Umbria e Marche e I'analslecolare eseguita sui ceppi isolati al fine di
valutare la loro correlazione genetica.

Materiali e metodi

Sono stati esaminati 174 campioni costituiti deergpi alimenti conferiti da privati cittadini all
Autorita, da campioni ufficiali e da campioni aakti in regime di autocontrollo presso alcuni
stabilimenti della Regione.

Le matrici analizzate erano rappresentate da fogimag@asta filata (66%), da altri formaggi freschi
(6%) e da diverse tipologie di campioni prelevatrahte i sopralluoghi presso i caseifici: acqua in
entrata e acqua delle vasche di raffreddamento ), 1B#te e cagliate (8%) e tamponi ambientali
(4%). Su tutte le matrici alimentari e stato esggleésame ispettivo, al fine di valutare la presen

di eventuali colorazioni anomale. | campioni dnainti apparentemente normali, dopo il prelievo
dell'aliquota di prova per gli esami microbiologisbno stati conservati fino alla data di scadenza
nelle condizioni indicate dal produttore (temperatdi refrigerazione).

E' stata inoltre eseguita la numerazione Rieudomonasspp. secondo la Norma ISO/TS
11059:2009 IDF/RM 225:2009. Le colonie sospetteosatate identificate biochimicamente
mediante il sistema APl 20NE (Biomérieux). L'eleftresi in campo Pulsato (PFGE) é stata
eseguita su ceppi iseudomonas fluoresceisslati dai vari campioni nel trimestre giugno-atm
secondo il protocollo PulseNet per gli enterobat{&ibot et al., ), con l'apporto di piccole
modifiche (es. aggiunta di sodio dodecyl solfatdlan@reparazione dei blocchetti di agar) e
digestione con I'enzima Spel (20U, Promega). Laaelettroforetica é stata eseguita utilizzando il
sistema CHEF-DR Il (Bio-Rad, Hercules, CA) con uig da 10" iniziali a 30" finali, per 22 h a
6V/cm, a 14°C in TBE 0.5X (Gershman et al., 2008).

Dopo colorazione con etidio bromuro, il gel & statmgrafato e I'immagine acquisita con il sistema
UVisave (UVitec Limited, Cambridge, UK). Il ceppo 8almonella Braenderup H9812, digerito
con l'enzima Xbal, é stato utilizzato come markgreso molecolare.

| profili di restrizione ottenuti mediante PFGE somstati analizzati utilizzando il software
Bionumerics (v.6.5, Applied Maths, Saint-Martinstéia, Belgio) ed é stata eseguita una "cluster
analysis" per raggruppare i ceppi analizzati inebaf omologia genetica. | ceppi con percentuale
di omologia >90% sono stati considerati strettameotrelati.

Risultati

L'esame ispettivo ha consentito di evidenziareltanfgercentuale di campioni con colorazione blu
sui reperti (44.23%), mentre sui campioni uffickalsu quelli prelevati nei vari caseifici il risd¢om

di prodotti con colorazioni anomale si € verificato in due campioni di mozzarella (1.62%). In
nessuno dei campioni risultati conformi all'esanspettivo e conservati a temperatura di
refrigerazione fino alla scadenza si é potuta essera comparsa di colorazione blu.

Dalla numerazione d?Pseudomonaspp. € emerso che la caricaPdieudomonas fluorescenen é

in alcun modo correlata con la presenza di colorazblu del prodotto, in quanto tale colorazione &
stata osservata indifferentemente in campioni cancantenuto diPseudomonas fluorescens
variabile da 4 log a oltre 9 log. Analogamente encs riscontrate alte concentrazioni di
Pseudomonas fluorescemmscampioni con caratteri organolettici perfettameenormali.

Sono risultati positivi pePseudomonas fluorescems 83 campioni secondo la ripartizione indicata
nella seguente tabella:
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Tabella 1. Campioni positivi perPseudomonas fluorescens

Matrice Esaminati Positivi %
Formaggi a pasta filata 115 71 61.74
Formaggi freschi 10 5 50.00
Acqua 27 3 11.11
Latte/cagliate 15 3 20.00
Tamponi 7 1 14.29
Totale 174 83 -

L'analisi molecolare mediante PFGE (Figura 1) h&soen evidenza la circolazione di pulsotipi
diversi all'interno di uno stesso stabilimento ehendella stessa matrice alimentare. | ceppi con la
piu elevata correlazione genetica sono stati isol# campioni provenienti dalla grande
distribuzione (in massima parte reperti), vendubn cdiversi marchi commerciali, ma tutti
riconducibili allo stesso stabilimento tedescomioe (Stabilimento A).

Confrontando i profili elettroforetici ottenuti deeppi isolati negli altri stabilimenti, tutti ulzt nel
territorio regionale, con quelli riferiti allo stdimento A, si pu0o notare una correlazione molto
stretta solo con un ceppo isolato da un campionaafizarella proveniente dallo stabilimento B
(IT7). Nello stabilimento B, inoltre, il ceppo (IT4solato da un reperto appare strettamente
correlato con un ceppo isolato da un campione iaféicdi mozzarella (IT11). Questi ultimi due
pulsotipi sono correlati solo all'80% con il pulipatIT7, di cui si e gia detto.

Nello stabilimento C é stata riscontrata la preaetizpulsotipi strettamente correlati in mozzarelle
prelevate nello stesso stabilimento a distanzasd#itBmane (IT13 e IT15), oltre ad altri 6 pulsotip
con una omologia genetica inferiore all'80%.

Analoga situazione si riscontra nello stabilimeBtadove sono stati evidenziati 3 pulsotipi identici
(IT27 1T28 e IT20), i primi due isolati da uno sesreperto e il terzo isolato da un campione
eseguito in autocontrollo a distanza di circa 28rrgi nel campione ufficiale, prelevato lo stesso
giorno del reperto, sono stati evidenziati dua plifsotipi non correlati tra loro (IT30 e IT29)en
una omologia genetica inferiore al 75% rispettprani tre.

Nello stabilimento F si osserva correlazione a¥Bba due pulsotipi isolati da stracchino (IT25 e
IT22). Due ulteriori pulsotipi, isolati sempre daaschino in tempi diversi e tra loro correlati
all'80% (IT36 e 1T34), risultano notevolmente dsiedai pulsotipi sopra descritti. Da un campione
di mozzarella prelevato lo stesso giorno, si evztlamo due diversi pulsotipi non correlati tra loro
(IT23 e IT24), né con quelli isolati da stracchimafine un pulsotipo isolato dall'acqua in entrata
(IT21) non appare correlato con nessuno degli plisotipi sopra descritti, isolati da matrici
alimentari.
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ITa Stabilimento A mozzarela
T Stabilimento A mozzarela
TS Stabilimento A mozzarela
IT7 Stabilimento B mozzarella
ceppo tedesco maozzaralla
T4 Stabilimento A mozzarella
T3 Stabilimento C mozzarella
T4 Stabilimenta C mozzarella
IT26 Stabilimenta E - mozzarella
IT6 mozzarela
IT31 Stabilimenta A mozzarella
] IT21 Stabilimento F - acquain ingresso
i} 1/ T2 Stahilimenta B mozzarela
T TTIRET | 11 Stabilimento B mozarela
| 23 Stabilmenta F mozarela
11T i s e

| 1IN T3z Stabilimento D mozzarela
IT27 Stabilimento E - mozzarella
IT28 Stabilimento E - mozzarella
IT20 Stabilimenta E mozzarella
IT33 Stabilimenta D mozzarella

IT10 acqua di pozzo
IT22 Stabilimento F - stracchino
IT24 Stabilimento F stracchino
IT36 Stabilimento F - stracchino
] Il T7 Stabilimento ¢ mozzarela
R T34 Stabiimento F - stracching
| %‘ [ 1] 37 Stabilimento E  mozarela
ARIRE : ITas Stabiimenta F stracchino
[ 1 AT 3 Stabilimento ¢ mozzarela
MITE | 24 Stabiimenta F mozzarella
IT29 Stabilimenta E - mozzarella
T8 Stabilimenta C mozzarella
[T38 mozarela
IT29 mozarela
T30 Stabilimento E mozzarela
IT12 Stabilimento B mozzarella
IT14 Stabilimento ¢ mozzarella
IT19 Stabilimento C mozzarella
IT40 mozzarela
T8 Stabilimento C mozzarella

Figura 1 - PFGE- Spd!. fluorescens

Conclusioni

Le numerose analisi effettuate su prodotti lattieaseari in seguito all'allerta, hanno permesso di
evidenziare in circa la meta dei campioni esamil@apresenza di ceppi riferibili Bseudomonas
fluorescens sia negli alimenti che manifestavano alterazidnicolore, sia in alimenti con
caratteristiche organolettiche normali. La conasitne di Pseudomonas fluorescemsn é
sembrata essere legata alla produzione del pignidnt@lmeno nel range compreso tra 4 log e 9
log.

Dall'analisi dei pulsotipi descritti nel preser@®@dro emerge solo in un caso una stretta correlazio
con il pulsotipo isolato da prodotti tedeschi. Memplesso, a parte altri 2 casi, 'omologia geaetic
si attesta intorno all' 80%, dato giustificato @dtih variabilita genetica caratteristica di questo
genere. Questo dato € confermato dalla presenadtaima di pulsotipi differenti sia nello stesso
campione sia all'interno di ogni stabilimento.
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Alla luce dei risultati ottenuti si puo concludariee la colorazione anomala osservata nei prodotti
lattiero caseari € causata dalla presenza di sgedibni di Pseudomonas fluorescensi prodotti,
indipendentemente dalla caricaRieudomonaspp. presente.

L'alta positivita di colorazioni anomale riscon&ratei campioni aperti, conferiti da privati cittadi
alle Autorita (reperti), rispetto a quella osseavati campioni prelevati presso stabilimenti o punt
vendita, induce tuttavia a pensare che le condizibnonservazione del prodotto dopo la vendita
possano avere un ruolo importante nella alterazii@iie caratteristiche organolettiche del prodotto,
soprattutto nella stagione calda.
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