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L'Assessorato regionale alla Sanita ha individuato, per I'anno 1991, tra gli obiettivi
prioritari nell'ambito dell'attivita di vigilanza e controllo del Servizi e Presdi di
prevenzione delle US sui prodotti alimentari, |'attuazione di un piano di ispezoni,
campionamenti ed analisi da effettuars principal mente sulla produzione locale di formaggi.

Nel corso di tale programma sono state effettuate circa 900 ispezioni ed e stato
analizzato un migliaio di campioni di formaggi, di cui circa 800 prelevati alla produzione e
circa 200 al consumo. Sono stati analizzati anche circa 600 tamponi ambientali effettuati
per valutare la contaminazione microbica delle superfici di lavoro e delle attrezzature del
luoghi di produzione.

Per guanto attiene alla parte analitica i parametri chimici e microbiologici da ricercare
sono stati individuati rispetto ai rischi da contaminazione, in relazione all'ambiente, alle
materie prime, alla stagionalita ed al tipo di produzione.

La necessita di poter valutare uniformemente i dati ha fatto emergere I'esigenza di
individuare le metodiche analitiche di riferimento nonché di standardizzare le procedure in
uso nellarete laboratoristica di sanita pubblica dell'Emilia-Romagna.

A tal fine un gruppo di lavoro costituito da qoeratori di tutti i Presidi multizonali di
prevenzione della regione ha effettuato una ricognizione delle metodiche utilizzabili per la
determinazione dei parametri da ricercare con particolare riferimento a quelle non
espressamente individuate dalla legislazione vigente.

L'impegnativo, produttivo e qualificato lavoro svolto da tale gruppo ha portato alla
definiziione dei metodi descritti nel presente volume che intende essere non solo uno
strumento di lavoro ed un punto di riferimento per gli operatori, ma anche una garanza di
trasparenza e di uniformita di comportamento dei laboratori di sanita pubblica della nostra
regione.

Occorre poi segnalare che, oltre alla realizzazione di questo manuale, saranno promosse
ulteriori iniziative tese a permettere di raggiungere la maggiore omogeneita di
comportamento possibile quali un corso formativo per operatori addetti ad analisi sugli
alimenti, I'attuazione di controlli di qualita interlaboratorio e la revisione delle metodiche
utilizzate per la determinazione di alcuni altri parametri.

Un ringraziamento sentito per I'impegno e la passione dimostrati da tutti i componenti il
gruppo di lavoro.

Paolo Tori
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1. METODI PER LA RICERCA DI PARAMETRI MICROBIOLOGICI

Per caratterizzare |'assetto microbiologico delle matrici alimentari esistono
diverse procedure alcune delle quali sono proprie del tipo di alimento mentre
altre dipendono solo dall'obiettivo analitico.

Dal punto di vista delle metodologie tradizionali il percorso che usual mente
Si segue consta essenzialmente di quattro fasi:

1. campionamento;

2. preparazione del campione;

3. semina nei terreni colturali, eventualmente preceduta da uno o piu
prearricchimenti e dauno o piu arricchimenti selettivi;

4. identificazione (tipizzazione) degli stipiti batteriel.

Ciascuno dei momenti operativi indicati pud essere eseguito con terreni e
procedure diverse che, pur essendo singolarmente corrette, portano
all'espressione di risultati anche molto difformi. A questo si deve aggiungere
che per le ricerche quantitative € possibile adottare due filosofie di indagine:

1. la tecnica del numero piu probabile, presupponendo microrganismi da
contare distribuiti casualmente nell'omogenato del campione, permette di
ottenere una vautazione "non assoluta' del numero (il risultato viene espresso
in MPN/go MPN/ml );

2. la tecnica della conta diretta che partendo dal presupposto che ciascuna
cellula microbica presente nel campione pud formare una colonia visibile in
un terreno agarizzato, permette (almeno in via teorica) una valutazione
"assoluta”’ del numero (il risultato € espresso in UFC/go in UFC/m).

In questa prima fase, viene proposto il percorso analitico da seguire per la
determinazione di:

1. coliformi, E.coli, S.aureus (non specificatamente enterotossico) nel gruppo
del germi indicatori dello stato igienico

2. Salmonella spp e St.aureus enterotossico nel gruppo dei "patogeni classici”

3. L. monocytogenes e Y. enterocolitica (biosierotipi patogeni) nel gruppo del
cosiddetti "patogeni emergenti” ad attitudine psicrofila

4. Indicatori (germi mesofili aerobi, gruppo coliformi, E. coli, gruppo
streptococchi fecali, St. aureus non enterotossico) e patogeni (Salmonella spp.
e L. monocytogenes) sulle superfici (piani di lavoro ed attrezzature) a contatto
con gli alimenti.

AVVERTENZA

Sdvo diversa indicazione, i metodi che vengono proposti prescindono da tipo di dimento
ed ovviamente s intendono sodtituiti Sa dai successivi aggiornamenti che da diverse
indicazioni nazionai o comunitarie.



1.1 RICERCA DI COLIFORMI E E. COLI

Prepar azione dell'omogenato

La prima operazione andlitica € la preparazione dell'omogenato o "prima
diluizione": 30g dell'alimento, formati avendo cura di prelevare in punti divers
e vari della massa totale del campione, vengono addizionati a 270ml di acqua
triptonataall'l%o (4).

La miscela campione/diluente viene immediatamente omogeneizzata in un
omogeneizzatore peristaltico (Stomacher ).

Il tempo di omogeneizzazione deve essere sufficiente a permettere il
passaggio delle cellule microbiche dal campione a diluente, ma non tanto
lungo da determinare una perditadi vitalita dei microorganismi;
generalmente 1 minuto viene considerato un tempo accettabile per ottenere la
massima resa con il minimo danno per la componente microbica del campione
In esame.

Deter minazione dei colifor mi totali

Sono ritenuti possibili due approcci analitici (2,3):
a) metodo per inclusionein piastra;
b) metodo del numero piu probabile.

a) seminadirettain piastra

A partire dall'omogenato che costituisce la diluizione 1:10, si allestiscono le
diluizioni decimali piu consone al'intervallo del contenuto in coliformi
prevedibile nell'alimento in esame, utilizzando acqua triptonata all'l%o nel
seguente modo: 10ml dell'omogenato 1:10 vengono trasferiti in 90ml di acqua
triptonataall’'l%o e di qui in serie per 3-6 diluizioni decimali.

Da ognuna di queste diverse diluizioni decimali vengono allestite in doppio
per inclusione ed in ragione di 1 mi, piastre di Violet Red Bile Agar (VRBA)
In doppio strato.

Vengono inoltre allestite piastre per le prove di bianco del terreno e del
diluente usati.

Le piastre, dopo solidificazione dell’Agar, sono poste ad incubare in
termostato a 35-37°C per 24h.

Si procede a conteggio delle colonie in ciascuna piastra e si calcola la
concentrazione di microorganismi per grammo utilizzando la seguente
formula:

N=--mmm e
V(n, +0,In,)d



C = sommadelle colonie contate nelle diverse piastre alle due diluizioni
presein esame

V = volume dell'inocul o deposto nella piastra

n, = numero di piastre contate alla diluizione pit bassa

n, = numero di piastre contate ali adiluizione piu ata

d=diluizionerelativaai primi conteggi effettuati

Il risultato corrisponde a numero stimato delle Unita Formanti Colonie di
coliformi per unitadi peso (grammo) del campionein esame (U.F.C./g).

b) metodo del numero piu probabile (MPN)

La tecnica MPN, a dfferenza della tecnica di conteggio in piastra che si
basa sulla numerazione effettiva delle colonie, é fondata sulla deduzione in
termini statistici del numero di coliformi che e pit probabile che siano presenti
nel campionein esame.

Partendo dalle diverse e piu appropriate diluizioni del campione, vengono
Insemenzate con ogni singola diluizione (in ragione di Imi per provetta), terne
di provette contenenti 10ml di Laurylsulphate Tryptose Broth, contenenti
campanule di Duhram, che s pongono ad incubarea 32°C per 48h.

Vengono poste ad incubare anche una provetta di terreno tal quale ed una
provetta di terreno inoculato con Imi di diluente, per le prove di bianco.

La formazione di gas al'interno delle campanule, visibile come piccole o
grandi bolle e l'intorbidimento del mezzo di coltura sono indicative della
presenza di microorganismi capaci di fermentare il lattosio "presuntivamente’
appartenenti al gruppo dei coliformi.

La conferma del risultati presuntivamente positivi, si ottiene riseminando
una ansaa (10pl) da ciascuna provetta con sviluppo di gas, in analoga provetta
con campanula di Duhram contenente 10ml di Brilliant Green Lactose Bile
2%.

Si pone quindi ad incubare a 32°C per 48h insieme ad una provetta di bianco
(solo terreno) e si osservadi nuovo lo sviluppo di gasin ogni singola provetta.

Per la traduzione del risultato delle prove in Numero Piu Probabile di batteri
per grammo di campione s tiene conto delle ultime tre serie di tubi. La
combinazione numerica che s ottiene viene cercata sulle tabelle MPN che
indicano, per ogni combinazione di risultati, il valore suggerito di batteri per
grammo (vedi tabelle allegate) (1).

Determinazione di Escherichia coli

Per la ricerca presuntiva di  Escherichia coli si parte normamente dalle
colture in krodo che hanno dato risultato positivo (sviluppo di gas) ala prova
MPN per coliformi.

Cosi da ogni provetta positiva di Laurylsulphate Tryptose Broth vengono
seminate con ansa (10pl) provette contenenti 10ml di Escherichia coli



medium (3) 0 10ml di Brilliant Green Bile 2% con campanula di Duhram.

Si pone ad incubare a 44,5°C per 48h e s osserva lo sviluppo di gas. Le
provette con sviluppo di gas vengono intese positive per la presenza di
coliformi termotolleranti (fecali).

Da ogni provetta positiva si inocula un‘ansata per strisciamento su piastre di
Levine Methylene Agar e si incubaa 35°-37°C per 24h.

Le colonie tipiche vengono trapiantate su agar dant e testate mediante
colorazione di Gram e prove IMVIC o sistemi miniaturizzati di identificazione.

Per la stima MPN di Escherichia coli si segue lo stesso metodo
precedentemente indicato per ladeterminazione dei coliformi.

Terreni colturali ereagenti

Commerciamente disponibili
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Tabdle MPN (3 tubi per diluizione) 1)

Diluizione10-1/0- 0,lg

limite di confidenza

Combinazioni MPN/g a 95%
positive

Inferiore - Superiore
000 <0.03 <0.005 0.09
0-0-1 0.03 <0.005 0.09
0-1-0 0.03 <0.005 013
0-2-0 — — —
1-0-0 0.04 <0.005 0.20
1-01 0.07 0.01 0.21
1-1-0 0.07 0.01 0.23
1-1-1 011 0.03 0.36
1-2-0 011 0.03 0.36
2-0-0 0.09 0.01 0.36
201 0.14 0.03 0.37
2-1-0 0.15 0.03 044
2-1-1 0.2 0.07 0.89
220 021 0.04 047
2-2-1 0.28 0.10 150
2-30 — ~ —
300 0.23 004 120
301 0.39 0.07 130
302 0.64 0.15 380
310 043 0.07 210
311 0.75 0.14 230
312 120 0.30 3.80
320 0.93 0.15 3.80
321 15 0.30 440
322 21 0.35 470
330 24 0.36 130
331 4.6 0.71 24.0
332 110 150 480
333 >11.0 >1.50 >48.0
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2) Diluizione1- 0,1 - 0,019

Combinazioni MPN/g limite di a confidenza
pogitive 95%
Inferiore - Superiore
0-0-0 <03 <0.05 09
0-0-1 03 <0.05 09
0-1-0 03 <0.05 13
0-2-0 ~ — _
1-00 0.4 <0.05 20
1-0-1 07 0.1 21
1-1-0 0.7 0.1 23
1-1-1 11 03 36
1-2-0 11 03 36
2-0-0 09 0.1 36
2-0-1 14 03 37
2-1-0 15 0.3 44
2-1-1 20 0.7 89
2-2-0 21 04 47
2-2-1 28 10 15.0
2-30 — — —
300 23 04 120
301 39 0.7 130
302 6.4 15 380
310 43 0.7 210
311 75 14 230
312 120 30 380
320 93 15 380
321 15 30 440
322 21 35 470
330 24 36 130
331 46 7.1 240
332 110 150 480
333 >110 >15.0 >480



3) Diluizione0,1 - 0,01 - 0,001g

Combinazioni MPN/g limitedi a confidenza
positive 95%

Inferiore  -Superiore

0-0-0 <3 <05 <9
0-0-1 3 <05 9
0-1-0 3 <05 13
0-2-0 — — —
1-0-0 40 <05 20
1-01 7.0 10 21
1-1.0 7.0 10 23
111 11 30 36
1-2-0 11 30 36
200 9.0 10 36
2-01 14 30 37
2-1-0 15 3.0 444
2-1-1 20 70 89
2-2-0 21 4.0 a7
2-2-1 28 10 150
2-30 — --- —
300 23 40 120
301 39 70 130
302 64 15 380
31-0 43 70 210
311 75 14 230
31-2 120 30 380
32-0 93 15 380
321 150 30 440
322 210 35 470
330 240 36 1300
331 460 71 2400
332 1100 150 4800
333 >1100 >150 >4800
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4) Diluizione 0,01 - 0,001 - 0,0001g

Combinazioni MPN/g limitedi a confidenza
positive 95%

Inferiore  -Superiore

0-0-0 <30 <5 <90
0-0-1 30 <5 0
0-1-0 30 <5 130
0-2-0 — — —

1-0-0 40 <5 200
1-01 70 10 210
1-1-0 70 10 230
111 110 30 360
1-2-0 110 30 360
200 0 10 360
2-01 140 30 370
2-1-0 150 30 440
2-1-1 200 70 890
2-2-0 210 40 470
2-2-1 280 10 1500
2-30 — --- —

300 230 40 1200
301 390 70 1300
302 640 150 3800
31-0 430 70 2100
311 750 140 2300
31-2 1200 300 3800
32-0 930 150 3800
321 1500 300 4400
322 2100 350 4700
330 2400 360 13000
331 4600 710 24000
332 11000 1500 48000
333 >11000 >1500 >48000
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1.2 RICERCA DI STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Preparazione dell'omogenato

La prima operazione andlitica € la preparazione dell'omogenato o "prima
diluizione": 30g dell'alimento, formati avendo cura di prelevare in punti divers
e vari della massa totale del campione, vengono addizionati a 270ml di acqua
triptonataall'l%o (4).

La miscela campione/diluente viene immediatamente omogeneizzata in un
omogeneizzatore peristaltico (Stomacher).

Il tempo di omogeneizzazione deve essere sufficiente a permettere il
passaggio delle cellule microbiche dal campione a diluente, ma non tanto
lungo da determinare una perditadi vitalita dei microrganismi;
generalmente 1 minuto viene considerato un tempo accettabile per ottenere la
massima resa con il minimo danno per la componente microbica del campione
in esame.

Deter minazione di Staphylococcus aureus

Laricerca e conta dello Staphylococcus aureus s realizza utilizzando piastre
Baird-Parker Medium addizionate di Egg-Yolk (1).

A partire dall'omogenato e dalle successive diluizioni si trasferiscono 0,1 ml
sulla superficie del terreno solidificato in piastra e operando rapidamente, per
evitare contaminazioni, si stende uniformemente I'inoculo sulla superficie del
terreno con l'aiuto di spatole ad L.

Usualmente si impiegano le diluizioni 1:10 e 1:100 che vengono seminate in
doppio.

Per ogni serie analitica vengono alestite una provain bianco per il terreno di
coltura (piastra di terreno non inoculata) e una per pipette e diluente (0, ml di
diluente spatolato sulla piastra).

L e piastre vengono poste ad incubare a 37°C per 48h.

Ultimata I'incubazione si procede alla conta delle colonie tipiche (colonie
nere), tenendo separatamente conto del numero delle colonie con alone di
chiarificazione e di quelle che ne sono prive.

Il numero totale di colonie contate (colonie con/senza alone di
chiarificazione) moltiplicato per il reciproco della diluizione, corrisponde al
numero stimato delle UFC di sospetti St. aureus per grammo di campione.

Si procede quindi alla identificazione dei divers tipi morfologici di colonie
sospette cresciute in piastra, sottoponendo sia le colonie con aone di
chiarificazione che quelle che ne sono prive a test della coagulasi e della
termonucleasi (2,6,7).

Solo le colonie coagulasi €/0 termonucleasi positive vengono contate quali
Stafilococchi aurei.

Il risultato & espresso in U.F.C./gr.
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Deter minazione di Staphylococcus aureus enter otossico.

10 m di omogenato vengono trasferiti in una provetta contenente 10 m di
Giolitti-Cantoni Broth a doppia concentrazione (1).

Il terreno inoculato viene coperto con uno strato di agar al 2% e incubato a
37° C per 48h.

In caso di positivita della prova presuntiva, denunciata dall'annerimento del
mezzo di coltura e/o dalla formazione di un precipitato nero, si procede al
piastramento su Baird-Parker addizionato di Egg-Yolk per strisciamento
superficiale con ansa.

Per l'identificazione di Saphylococcus aureus s procede come
precedentemente descritto.

Sulle colonie di Staphylococcus aureus eventuamente isolate, si testa la
capacitadi produrre enterotossine tipiche.

Il microrganismo isolato viene seminato in Tryptone Soya Broth e posto a
incubare a37°C per 18-24 h, preferibilmente sotto agitazione.

La brodocoltura viene quindi centrifugata a 3.000 rpm per 20 minuti; il
surnatante viene filtrato su membrana (0,2-0,45[il) e il filtrato costituisce il
campione da testare per laricerca delle enterotossine stafilococciche A B C D,
mediante un test di agglutinazione passiva inversa a lattice (3,5,8) che fornisce
risultati semi-quantitativi.

Terreni colturali ereagenti

Commercia mente disponibili.
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1.3 RICERCA DI SALMONELLA SPP

Prearricchimento

Addizionare a 25¢g. di campione a 225ml di Acqua Peptonata Tamponata
(BPW), omogeneizzare per 1 minuto in Stomacher e incubare a 37°C per 18-24
ore (2)(3)(4)(5).

Arricchimento selettivoin brodo

Trasferire 0.1 ml della coltura di prearricchimento in 10 ml di Rappaport-
Vassiliadis (RV) (oppure Imi in 100 ml di RV) e incubare a 42°C per 24h
(3)(A)(7).

Contemporaneamente trasferire altri 10 mi della colturain 100 mi di uno dei
seguenti brodi:

Selenite Cistina (SC),incubare a42°C per 24h (4)(5)*;

Selenite Cistina, incubare a 37°C per 24h (1)(3);-

Tetrationato Verde Brillante (TBG), incubare a 42°C per 24 h (4);*

Tetrationato Verde Brillante (TBG), incubare a 37°C per 24 h;
Muller-Kauffmann Verde Brillante (MKTBG), incubare a 37°C per 24h (5). Si
consiglial'uso di SCa42°C, RV a42°CeTBGa37°C

*NB: secondo adcuni autori (2) il rinvenimento di salmonelle aumenta sensibilmente se il SC
viene incubato a 42°C piuttosto che a 37°C.

| solamento selettivo in piastra

Prelevare un'ansata della brodocoltura di arricchimento e strisciarlasu :
Agar Desossicolato Citrato Lattosio modificato da Hynes (DCA)(4)(5);
e su di un'altro terreno scelto trai seguenti:

Agar a Verde Brillante (BGA) (3)(4)(5);

Agar Enterico Hektoen (HA) (1);

Agar a Solfito di Bismuto (BSA) (WW

Incubare tutte le piastre di terreno inoculate a 37°C per 24h.
[** Lapercentuae di recupero delle salmonelle secondo alcuni autori € piu
elevatain BSA (2)]

Dopo averle incubate per 24h a 37°C esaminare le piastre per la presenza di
colonie tipiche di sailmonelle. Se dopo tale tempo di incubazione lo sviluppo
batterico € lento o non sono presenti colonie tipiche, reincubare a 37°C per
altre 24h e, trascorso tale tempo, riesaminare le piastre.

19



Test di confer ma biochimici

Da ogni piastra in cui s € avuto sviluppo di colonie tipiche trapiantare
ameno di 3 colonie in agar nutritivo a becco di clarino (1)(2)(3)(5) e incubare
a 37°C per 24h.Successivamente passare le colonie cresciute in agar nutritivo
in:

Agar Triplo Zucchero (TS) (1)(2)(3)(6);
Agar Urea di Christensen (UC) (1)(2)(3)(7)
eincubare a37°C per 24 h.

Le colonie che presentano caratteristiche tipiche su TSI e su UC vengono
saggiate per le seguenti prove biochimiche:
decarbossilazione dellalisina (1)(2)(3)(5)
produzione della beta-ga attosidas (3)(5)
reazione di Voges-Proskauer (1)(3)
produzione di indolo (1)(3).

(NB: tali prove biochimiche possono esser eseguite con I'impiego di test
miniaturizzati quali APl 20E etc.) (1)

Test sierologici

Le colonie sospette vengono saggiate con antigeni somatici polivalenti,
specifici e con antigeni flagellar! per risalire al sierotipo (4-5).
Terreni colturali ereagenti

Commerciamente disponibili.

Caratteristiche delle colonie di Salmonella sui terreni selettivi

- AGARDESOSSICOLATO LATTOSIO CITRATO (HYNES)

Colonie incolori: ceppi di Salmonella produttori di H,S sviluppano un centro
nero.

- AGAR VERDE BRILLANTE

Colonie incolori, rosa o rosse traslucide od opache circondate da terreno da
rosa a rosso vivo. Alcuni ceppi producono colonie verdi trasparenti qualora
crescano in presenza di microrganismi fermentanti lattosio o saccarosio (6).

- AGAR ENTERICO HEKTOEN

Colonie verde blu con o0 senza centro nero, il terreno vira a blu. Alcuni ceppi
atipici possono produrre colonie gialle con o senza centro nero (1).

20



- AGAR AL SOLHTO DI BISMUTO

Colonie nere, marroni o grigie a volte con riflesss metallici; il terreno
circostante di solito al'inizio € marrone ma puo diventare nero con il protrarsi
dell'incubazione producendo il cosiddetto effetto alone. Alcuni ceppi possono
produrre colonie verdi (1).
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SALMONELLE - Diagramma di

procedura PREARRICCHIMENTO

25 gr di campione
+
225ml di acqua  peptonata
tamponata incubare a 37°C per 18-
24 ore

ARRICCHIMENTO SELETTIVO

O,Iml di colturain 10 ml di : 10 ml di colturain |OOm! di:
Rappaport Vassiliadis* Selenite Cistina*

incubare a42°C per 24h incubare a 35-42°C per 24h
oppure Tetrationato Verde Brillante*

incubare a 35-42°C per 24h

oppure

Muller Kauffmann Tetrationato Verde
Brillante
incubare a37°C per 24h

ISOLAMENTO IN TERRENO SELETTIVO
Strisciare le brodocolture di arricchimento in:

- Desossicolato citrato (Hynes) (incubare a 37°C per 24h) e su un altro terreno
scelto tra

- Agar enterico Hektoen (incubare a 37°C per 24h);

- Agar al Solfito di Bismuto (incubare a 37°C per 24h);

- Agar al verdeBrillante (incubare a37°C per 24h).

Trapiantare le colonie tipiche su Agar Nutritivo, incubare a 37°C per 24h.

Tests Biochimici Tests Sierologici

Agar Triplo Zucchero
Urea
Kits miniaturizzati

- Per I'arricchimento selettivo si suggerisce I'uso di RV a42°C, SC a42°C e
TBGa37°C.
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1.4 RICERCA DI LISTERIA SPP

Arricchimento selettivo

Addizionare a 25gr di campione 225ml di Listeria Enrichment Broth (LEB),
omogeneizzare per 1 minuto in Stomacher 400 ed incubare a 30°C per 48 ore
(facoltativamente [|'arricchimento pu0 essere prolungato per un periodo
complessivo di 7 giorni).

Sub-arricchimento selettivo

Dopo 24h trasferire 0,1 m della coltura di arricchimento in 9,9 ml di LEB.
ed incubare a30°C per 24h.

| solamento selettivo

Prelevare una ansata rispettivamente dall'arricchimento e da sub-
arricchimento e strisciare su piastra di Palcam agar o di Oxford agar. Incubare
le piastre a 37 £ 1°C per 24 + 24h. In Palcam le colonie si presentano di colore
grigio-verdastro con centro nero infossato circondate da un aone nero in
contrasto con il colore rossastro del terreno, hanno il diametro di 0,5-2 mm,
sono rotonde con margini netti. In Oxford agar le colonie si presentano grigio-
marroni con concavita crateriforme al centro ed alone nero.

Test di conferma

Strisciare per isolamento le colonie sospette in piastre di Trypticase Soy
Agar con 0,6% di estratto di lievito (TSA - YE) ed incubare a 30°C per 24h (o
fino a crescita soddisfacente). Sugli stipiti isolati eseguire la colorazione Gram
(colture di non piu 24h) ed il test delle catalasi; se le risposte sono positive
procedere secondo o schema di caratterizzazione biochimica come indicato da
Lovett (1989) (TAB 1 e2).

Terreni colturali ereagenti

Commercia mente disponibili.
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Diagrammadi procedurain Listeria spp

1) arricchimento 25 gr di campione
selettivo 225 grdi L.E.B.
I | I
| 0°C I X°C | 30°C
| 24h I 48h | 7 giomi
| | | (facoltativo)
I I |
2) sub-arricchimento 0,1ml | I
selettivo 9,9ml di L.E.B. | |
| I I
| I I
I 30°C I I
I 24h I I
I I
| I
3) isolamento strisciare in: strisciare in:
selettivo Palcam agar Palcam agar
o o
Oxford agar Oxford agar
| |
I 3611°C I 3611°C
I 24+24h | 24+24h
I I
isolare le colonie sospette in:
TSA-YE
I
I 30°C
| 24h
|
4) test di colorazione Gram
conferma test della catalasi
I
I
I
caratterizzazione

(test di TAB 1 e 2)
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Teb. 1 Differenziazione di Listeria spp.

SPECIE EMOLIS| RIDUZIONE UTILIZZAZIONE

(beta) nitrati Mannitolo Ramnosio Xilosio
L.monocytogenes + - - +
L.ivanovii + - B - +
L.innocna - - - V*
L.weishimeri - - - V* +
L.seeligeri + - + *
L.grayi *
L.murrayi - + V*

*: V = verighbile

Tab. 2 Camp test di Listeria spp.

SPECIE REAZIONE EMOLITICA

Saphylococcus aureus Rhodococcus equi

L. monocytogenes + -
L. ivanouii - +
L. innocua - -
L. welshimeri - -
L. seeligeri + -
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1.5RICERCA DI YERSINIA ENTEROCOLITICA

Arricchimento

S pesano 25gr di alimento ai quali s aggiungono 225ml di brodo di
arricchimento P.S.B. (peptone, sorbitolo e sali biliari), si omogeneizza e s
incubaa 22-25°C per 3-5gg (2).

S pesa lgr di aimento a quae s aggiungono 100 ml di brodo di
arricchimento I.T.C. (irgasan, ticarcilling, clorato di potassio), S omogeneizza
e s incuba a 22-25°C per 2gg (6) (quest'ultima fase di arricchimento € solo
consigliata).

| solamento

Al termine dell'incubazione s prendono 0,5 ml del brodo di arricchimento e
si uniscono a 4,5 ml di KHO allo 0,25% in soluzione fisiologica, si lascia a
contatto per non piu di 20 secondi (1), poi si semina in superficie con ansa da
10 microlitri su terreno selettivo (CIN medium, terreno proposto e modificato
da Schiemann (3)). Contemporaneamente si effettua la semina in superficie dal
brodo di arricchimento su terreno selettivo, senzail passaggio in KOH.

Si incubano le piastre a 28°C per 24-48h (2) (4) (6).

| dentificazione

Le colonie sospette, che si presentano con un centro rosso circondato da un
alone trasparente, vengono confermate mediante identificazione biochimica
utilizzando Kligler Iron Agar (KIA) (28°C per 24+24h).

| ceppi che mostrano reazione tipica (alcalina/acida, senza H,S con

produzione di gas debole o assente ) sono inoculati in Christensen's urea agar a
28°C ( inoculo pesante ) e valutati a partire da 3h per 24h. Nel caso di test
positivo si procede con le proveindicatein tab.l (2).

Un aspetto caratteristico di Yersinia spp € la dipendenza alla temperatura di
un certo numero di reazioni biochimiche (4) (5) (7). Alcune reazioni sono
positive a 25°C mentre sono negative a 37°C; latemperatura di transizione e di
30°C e per evitare confusione quando si eseguono reazioni biochimiche s
raccomanda un rapporto tempo/temperatura di 3g a meno di 30°C (range
consigliato 25-28°C).

In caso di positivita per Yersinia enterocolitica si procede al'identificazione
del biotipo con i test di tab. 2 (2), utilizzando i terreni ed i reagenti suggeriti da
Schiemann (4). Infine, come test facoltativi, s effettua I'identificazione
sierologica (tab. 3) e le prove di patogenicita (test di dipendenza al calcio),
utilizzando i terreni ed i reagenti suggeriti da Weagant (7).
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Terreni colturali ereagenti

1) Peptone - Sorbitolo - Sali biliari (PSB)

- Peptone 5 or

- Sodiofosfato bibasico anidro (Na,HPO,) 8,23 gr

- Sodiofosfato monobasico (NaH,PO, - H,0) 1,2 gr

- Cloruro di sodio 5 or

- Sali biliari n. 3 (DIFCO) 15 gr

- D. Sorbitelo 10 or

- Acquadidtillata 1000 mi

Sterilizzare 15 minuti a 121°C
pH 7/6

2) Irgasan - Ticarcillina- Clorato di potassio (ITC)

- Triptone 10 or

- Estratto di lievito 1 o

- Cloruro di magnesio (MgCl2.6H,0) 60 gr

- Verde di Malachite (0,2%) 5 mi

- Cloruro di sodio 5 or
-KCIO, 1 or

- Acquadidtillata 1000 ml

pH 6,9+0,1 distribuirein flaconi da 100 ml sterilizzare 15 minuti a121°C.
Prima dell'uso aggiungere:

- Irgasan allo 0,1% in acool 95°: 0,] ml per 100 ml di base;

- Ticarcillinaalo 0,1 %: O] ml per 100 ml di base. (sterilizzare con filtro 0,2

um)

3) Gli altri terreni e reagenti proposti sono distribuiti commercial mente.

29



Tab. 1. Caratteri biochimici principali di Yersinia pseudotuberculosis e di
Yersinia enterocolitica

Y. pseudotuberculosis Y .enterocolitica
Glucosio + +
Gas del glucosio - -()
H2S - -
| aftosio - -
ONPG + +/-
Ureasi + +
Indolo - d
Fenilalanina deaminas - - -
Lisina - -
Ornitina - + (sotto 30°)/-
Adonitolo + -
Dulcitolo - -
Mannitolo + +
Cellobiosio - +
Melibiosio +/- -
Ramnosio + -
Saccarosio - +
Acetoino - + (sotto 30°)/-
Citrato (Simmons) -/(+) -

(+) : reazione positivalenta

+/- : maggioranza di ceppi positivi
-/+ : maggioranza del ceppi negativi
(f) : molto debole

d : differenti tipi biochimici
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Tab. 2. identificazione biochimica di Y. enterocolitica e delle specie

apparentate

Tw Es Py In Xy Sa Rh Me VP

80 24h
Y. enterocolitica
biogruppo 1A + o+t v+
biogruppo 1B + - -+
biogruppo 2 - - - (4)
biogruppo 3 - - - -
biogruppo 4
biogruppo 5
. intermedia
frederiksenii
Kristensenii
mollarettii
bercovieri
aldovae
rohdei - -

R
L2 4 v
]
]

<
[}
+ 4+ ++ A+ A+ 44

+
SR LN I S

RRRRRRR
+

+ 4+ + + N+ +
z

T =tween

E =esculina
P = pirazinamidas
I = indolo

X =xilosio

S =saccarosio
R =ramnosio
M = melibioso
V =VP

C =citrato

1 =NO3+,treolosio +

2 =NO3-, treolosio -

3 = sorbosio+, fucosio-

4 = sorbosio-, fucosio+

v =variabile

+/- = maggioranzadi ceppi positivi

(+) =reazionelentao debole

*  =rari ceppi possono essere negativi per unadue reazioni
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Tab. 3: correlazione fra biogruppi, sierogruppi ed ecologia dei ceppi di Y.
enterocolitica

Biogruppi Sierogruppi Ecologia

1A Divers Ubiquitari:  alimenti,
acque, animali
(11Inmn)

1B 0:8,0:13a,13b Uomo ( America del

0:18,0:20,0:21 0:4 Nord)

2 0:9,0:5,27 Uomo, maiale

3 0:1,2,3, 0:5,27/0:3 Roditore, cincilla,
(uomo), maide

4 0:3 Uomo, maiale

5 0:2,3 L epre, capra

Y. intermedia |

Y. frederiksenii |

Y.Kristensenii | Ubiquitari, ambientali

Y. aldovae |

Y.rodhei |

Y. mollaretii |

Y. bercovieri |
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Diagramma di procedura per Y. enterocolitica negli aimenti

(facoltativo)
25g di campione 1g di campione
Arriccchimento 225ml diPSB 100ml di ITC
(inoculo 1/10) (inoculo 1/100)
I I
I I
I I
| 3-5g | 2g
| 22-25°C | 22-25°C
I
|

I
S D I
| | (vedi schema a fianco)
| 0,5ml
I 4,5ml KHO
I I
I I
CIN CIN
Isolamento (24+24h a 28°C)
I
I
I
KIA
Chrinstensen's urea agar
(24h a 28°C)
I
|
I
Identificazione I
I
Test di identificazione
(tab.1,2,3)
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16 IGIENE AMBIENTALE: CONTROLLO MICROBIOLOGICO
DELLE SUPERFICI

I ntroduzione

In alcuni stabilimenti, come quelli in cui sono prodotti alimenti fermentati
naturalmente, s pud associare una flora batterica tipica del prodotti
(lattobacilli, lieviti, ecc...) al'ambiente di lavorazione (strumentazione
compresa) ed in generale, quando le interazioni alimenti/ambienti sono sotto
controllo, si realizzano condizioni che contribuiscono alla stabilita stessa degli
alimenti prodotti. Tuttavia, prescindendo da questi casi, il concetto di una flora
batterica tipica dei piani di lavoro e delle attrezzature usate nelle lavorazioni €
poco credibile (4), tanto piu che, fra le sorgenti di contaminazione degli
alimenti, di particolare rilievo s sono dimostrati I'ambiente di lavoro e la
strumentazione (4,7,9).

Se le pratiche di pulizia e le abitudini igieniche del personale non sono
sufficienti, s ha facilmente un accumulo di microrganismi che possono essere
trasferiti dall'ambiente all'alimento e qui, in condizioni opportune, moltiplicarsi
fino a raggiungere la quantita in grado di provocare l'infezione o il
deterioramento dell'alimento.

Questa condizione pud essere raggiunta senza visibile aumento di sporcizia
(4), ad esempio e stato provato che attraverso gli stracci usati per asciugare
superfici apparentemente pulite, s pud avere il trasferimento ad atre
suppellettili od ale mani di microrganismi in quantita sufficiente da costituire
un potenziale rischio qualora vengano a contatto con alimenti (11).

Non a caso le attrezzature contaminate sono risultate coinvolte in episodi di
tossinfezione alimentare (1). Da ci0 scaturisce l'esigenza di disporre di
protocolli di pulizia ed eventualmente di disinfezione che comprendano i
metodi, i materiali usati e lafrequenzadegli i nterventi.

Anche da punto di vista del sistema HACCP (Hazard Anaysis Critica
Control Point) la sanitizzazione ambientale e considerata una operazione che
controlla il rischio e che, pur non potendo garantire in modo assoluto (CCP,), e

ugualmente indispensabile per salvaguardare qualita e salubrita degli alimenti
(4).

Poiché non e possibile misurare I'effetto delle pratiche di pulizia e di
sanificazione e importante verificarne I'efficacia.

Per questi motivi un programma di monitoraggio microbiologico ambientale
deve esserefinalizzato ala(13):
- verificadell'efficacia del protocollo di puliziae disinfezione;
- determinazione dellafrequenzadei cicli di pulizig;
- valutazione della presenza dei patogeni;
- quantificazione dei microrganismi responsabili del deterioramento.
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Parametri batteriologici consider ati

Tra | parametri usati per comprendere la situazione inquinante Si suggerisce
la valutazione della carica batterica (conta del batteri mesofili aerobi), la
ricerca del gruppo dei coliformi totali e fecali, laricerca di E.coli, del gruppo
degli streptococchi fecali, di St. aureus, intess come indicatori di buone
pratiche igieniche (3,5,9), di Salmonella spp. e di L. monocytogenes, come
patogeni.

- La carica batterica (conta dei germi mesofili aerobici) alo scopo di avere un
guadro generale dello stato igienico e per valutare se le pulizie eseguite sono
efficaci e contribuiscono a contenere il livello di contaminazione e di crescita
batterica (3,7).

- | coliformi a duplice scopo di avere un utile criterio di confronto e d
valutazione da un lato dela loro capacita (ed in via deduttiva degli
enterobatteri) di impiantars, sopravvivere e moltiplicarsi nelle condizioni
offerte dagli ambienti in esame e dall'altro per ottenere informazioni di
massima sulle condizioni igieniche (7).

- E. coli in quanto indicatore di originaria derivazione fecale e potenziale
patogeno (9).

- Streptococchi fecali in relazione alla loro riconosciuta maggiore resistenza di
sopravvivere in condizioni ambientali difficili (9), e come indicatori di germi
di origine siaambientale che fecale (2).

- Staphylococcus aureus nel suo duplice ruolo di indicatore di buone pratiche
di puliziae di potenziale patogeno (9).

- Salmonella spp. quale patogeno enterico a larga diffusione specie negli
alimenti di origine animale.

- Ustoria spp. quale germe ad attitudine psicrotrofa e come responsabile di
malattie trasmesse con gli alimenti (L. monocytogenes).

Tecnica di campionamento e di semina

Le ricerche si eseguono sulle superfici dei piani e delle attrezzature dopo che
sono state effettuate le normali pratiche di pulizia (13), con vautazioni
quantitative (UFC/cnt) per gli indicatori e qualitative (presenzalassenza) per i
patogeni ricercati.

Per eseguirei prelievi esistono metodi di lavaggio e metodi di contatto;
questi ultimi, che sonoi piu usati, si dividono in:

a- metodo del tampone di cotone

b - metodo dellagarza

¢ - metodo dell'impronta con substrati agarizzati.

a- metodo del tampone di cotone (quantitativo: U.F.C./cnT)

Puo essere usato per prelievi da ogni tipo di superficie, Sa piana che a
morfologiairregolare. Un tampone di cotone sterile al momento dell'uso €
inumidito insoluzione di Ringer, quindi strofinato in un‘area di 100 cm?”
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(delimitata da una sagoma preconfezionata sterilmente) ed infine trasferito in
una provetta contenente 10 ml di soluzione di Ringer come mezzo di trasporto
ediluente (13).

Quando il prelievo € eseguito su superfici precedentemente sottoposte
al'azione di disinfettanti chimici, alla soluzione diluente deve essere aggiunto
appropriato neutralizzante (*).

In laboratorio la sospensione, ottenuta mediante prolungata agitazione
manuale e spremitura del tampone nel diluente, & impiegata per le ricerche
mi crobi ol ogiche, usando:

1) per la carica battericatotale mesofila aerobica: Piate Count Agar o nel caso
s vogliano evitare interferenze con lattobatteri agar a gelisato (32°C per 24h);
2) per i coliformi totali e fecali e per E. coli: Violet red bile agar, (37°C e
44,5°C per 24h);

3) per gli streptococchi fecali: m-Enterococcus Agar (37°C per 48h);

4) per S.aureus. Baird-Parker Agar (Baird-Parker base agar piu Egg Yolk
Tellurite Emulsion).

Per I'identificazione delle colonie isolate si useranno criteri morfologici,
tintoriali (colorazione Gram) e test biochimici.

* Neutralizzanti comunemente usati sono il Tween 80 attivo contro i composti
fendici, la lecitina di soia attiva contro i sali di ammonio quaternari, il
tiosolfato di sodio contro il doro, ecc.

b - Metodo dellagarza (qualitativo)

A causa delle grandi superfici campionato questo metodo e particolarmente
adatto ala ricerca di patogeni (Salmonella spp, L.monocytogenes, ecc...). S
usa una garza sterile, inumidita con soluzione di Ringer, strofinata diverse
volte su tuttala superficie in esame.

Successivamente la garza viene introdotta direttamente in un matraccio
contenente o:

- il brodo selettivo per la ricerca, che in laboratorio e incubato secondo il
rapporto tempo/temperatura proprio del metodo;

- almeno 50ml di soluzione di Ringer come mezzo di trasporto e diluente; in
laboratorio si procede all'dluizione della garza, quindi I'eluato € seminato nel
terreni selettivi per Salmonella spp e L.monocytogenes secondo le indicazioni
proprie dei rispettivi metodi.

Nel caso che le superfici da esaminare siano state disinfettate & opportuno
aggiungere un idoneo neutralizzante al mezzo di trasporto della garzajinoltre
nel caso che le superfici siano "untuose” si dovranno usare soluzioni contenenti
dallo 0,5% all'l% di Tween 80.
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C - Metodo dell'impronta con substrato agarizzato (8)
(quantitativo U.F.C./cm’; superfici piane)

La piastra contenente un terreno agarizzato non nutritivo (eventualmente
addizionato di neutralizzante) e distribuito in modo tale da formare una
sporgenza convessa verso l'esterno (circa 16 mi di terreno in piastre RODAC
di 6 cm di diametro), viene appoggiata sulla superficie da esaminare, si esercita
una modica pressione, quindi la piastra e ruotata di 360° sulla superficie stessa
tenendone fisso il centro. La zona centrale viene incisa con un tagliente
delimitando un‘area di 10 cm?; il tassello cosi risultante prelevato sterilmente, €
IMmesso in un sacchetto sterile per omogenizzatore Stomacher insieme a 100
ml di soluzione Ringer. S omogenizza per 1 minuto e si lasciariposare per 15,
In seguito I'omogeneizzato e le sue diluizioni decimali vengono utilizzati per le
ricerche indicate (vedi metodo del tampone di cotone).

Standard di riferimento

Per la vautazione microbiologica dello stato igienico dei piani di lavoro e
delle attrezzature, la letteratura propone standard che da un lato riportano
valori di arica batterica (germi mesofili aerobici) oltre i quali la superficie
risente di una sanificazione non corretta e dall'altro valori soglia oltre i quali si
presenta il rischio di un peggioramento della qualita dell'alimento che entra a
contatto con lasuperficie.

| livelli che vengono indicati per verificare la corretta sanitizzazione delle
superfici sono di poche U.F.C./cm? (6,7,10,12,13), e generalmente non
superano le 50 U.F.C./cm? per la carica batterica mesofila aerobica ed 1
U.F.C./Jcm? per gli altri indicatori (streptococchi fecali).

Viceversai vaori limite della carica microbica oltre i quali si pud avere un
peggioramento della qualita dell'alimento ed una sua maggiore deteriorabilita
hanno ordini di grandezza pari a10*- 10° U.F.C./cm? (8).

| parametri indicati vengono rappresentati in una tabella (tab.l) in cui i livelli
intermedi tra il valore piu basso (buona pulizia) e quello piu alto (ambiente non
sanificato) sono stati aggiunti in ragione di un ordine di grandezza per livello
allo scopo di avere un criterio che indichi di quanto le superfici, alontanandosi
dalle condizioni ideali, si avvicinino alle condizioni di hon accettabilita.
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- Tab. 1. classificazione delle superfici e delle attrezzature in base alla carica
batterica presente, secondo gli standard proposti in letteratura

Caricabatterica Giudizio
(JFC/cm2)
A= <50 accettabile
B = 50-10° valore superiore di accettabilita
C= 10%-10° carica batterica alta
D= 10%-10* carica batterica altissima
E=>10" non accettabile
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2.METODI DI ANALIS PER LA RICERCA DI PARAMETRI CHIMICI

Le metodiche di analisi dei formaggi sono normate da DM 21.4.1986, che
ufficializza un certo numero di determinazioni, nonché dal DM 24/6/72 che
descrive il metodo ufficiale per la determinazione della formaldeide. Altri
metodi di riferimento sono quelli riportati dalle norme internazionali FIL-IDF
emanate dalla Federazione Internazionale di Latteria, e quelle AOAC, mentre
per ricerche di parametri le cui metodiche non sono riportate ufficialmente, si
fariferimento alla bibliografia esistente in materia.

Il presente lavoro riporta le metodiche-guida individuate per la ricerca dei
parametri: metalli pesanti, pesticidi clorurati, aflatossinaMI eiodio.

Le metodiche-guida sono state scelte fra i metodi sottoposti al'attenzione
del gruppo di lavoro, secondo i seguenti criteri:

a) specificita, esattezza, precisione, ripetibilita
b) limiti di rivelabilita

e) sensibilita

d) praticabilitaed applicabilita

Ogni metodo descritto, oltre alle specifiche delle modalita di esecuzione ed
ai riferimenti bibliografici, riportai limiti di rilevabilita.

AVVERTENZA
Salvo diversa indicazione, i metodi che vengono proposti prescindono dal tipo

di aimento ed ovviamente s intendono sostituiti sia dai  successivi
aggiornamenti che da diverse indicazioni nazionali o0 comunitarie.

RIFERIMENTI BIBLIOGRAFICI
1)AOAC Standard Methods 15th Ed. 1990

2) Badi et a., | Convegno di Chimica degli Alimenti, ottobre 1990, Atti, 43-
44

3) Bijl JPetd., J. of AOAC 70(3) 1987,472-474

4) Mitsuhashi T, Kaneda Y, J of AOAC 73(5) 1990, 790-792 Pesticide
Analytical Manual, Food & Drug Admin., Washington, WA

5) Solvky T et d., JA.O.A.C. 1979(52), 581-584

6) Styve et a ., Dtsch. Lebensm. Rund. 73, 41-43
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21 DETERMINAZIONE DELL'AFLATOSSINA M, NEI FORMAGGI

L'analis dell'anatossina M| puo essere suddivisa nelle seguenti fasi:

1 - isolamento dell'aflatossinaM,;  a- estrazione
b - purificazione

2 - determinazione quali-quantitativa

In letteratura sono proposte molte varianti degli stadi suddetti, in particolare
delle fasi l.a e |.b, mentre la determinazione quali-quantitativa viene eseguita
gquasi esclusivamente mediante HPTLC o HPLC con rivelatore a fluorescenza
e conferma dell'identita della aflatossina per formazione dell'emiacetale con
acido trifluoroacetico.

S riportano di seguito le due metodiche di estrazione e purificazione
maggiormente utilizzate, mentre per I'analisi strumentale s riporta un unico
schema comune ad entrambe le procedure. La molecola dell'aflatossina M,
teme la luce solare diretta, per cui le analisi andrebbero eseguite in ambienti
non eccessivamente illuminati; €& necessario pertanto  controllare
periodicamente il titolo esatto degli standard concentrati come descritto dai
metodi AOAC (15th Ed. 1990, n.970.44 e 971.22). Non va dimenticato che
I'anatossina M, & un composto atamente cancerogeno, che va manipolato con
opportune precauzioni (guanti ed occhiali); la vetreria va decontaminata per
immersione in ipoclorito di sodio per una notte.

METODON. 1

Principio del metodo
L'anatossina M, é estratta con acetone, |'estratto purificato su fase solida (C18
poi silice).

Estrazione

Pesare 20g di formaggio tagliato in piccoli pezzi, ed aggiungere acqua in
guantita tale da avere un volume costante di 40 ml di acqua (la quantita di
acqua necessaria andra determinata in relazione al'umidita del campione).
Aggiungere 120 ml di acetone. Mescolare 2 min. in omogeneizzatore o 30 min.
In agitatore; filtrare su filtro a pieghe, ed evaporare 80 ml di filtrato
(equivaenti a 10g di formaggio) in evaporatore rotante a 40°C per eliminare
I'acetone. Filtrare lafase acquosa con filtro in vetro poroso da 10 um.

Purificazione
Condizionare la cartuccia C18 con 5 ml di acetonitrile, poi con 5 ml di acqua,
quindi far passare il campione a4-5ml/min. Lavare la cartucciacon 5 ml di
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acqua, poi con 20ml di acetonitrile-acqua (1+9) scartando gli eluati. Eluire
I'aflatossina M; con 2 ml di acetonitrile. Evaporare la frazione raccolta con un
leggero flusso di azoto, eliminare le ultime tracce di acqua aggiungendo 200pl
di toluene-etanolo (1+1) e evaporare a secchezza. Riprendere il residuo con 1
ml di diclorometano. Prelavare la cartuccia di silice con 5 ml di diclorometano;
caricare il residuo disciolto in diclorometano, lavando due volte con 1 ml di
diclorometano; scartare gli eluati. Lavare la cartuccia di silice con 5 ml di etere
etilico. Eluire I'aflatossna M; con 8 ml di cloroformio-acetone (4+1)
raccogliendo gli eluati in provetta; evaporare a 40°C con azoto e disciogliere il
residuo in 100 pl di benzene-acetonitrile (9+1) per I'analis HPTLC, o nella
fase mobile utilizzata per I'analisi HPLC.

METODO N. 2

Principio del metodo
L'aflatossina M, viene estratta con cloroformio e, dopo aver alontanato il

grasso con etere di petrolio, purificata su colonnadi silice.

Estrazione

In una beuta con tappo a smeriglio da 500 ml pesare 50g di formaggio
macinato, aggiungere 2,5 ml di soluzione satura di cloruro di sodio e 100 ml di
cloroformio: agitare su agitatore meccanico per 30 minuti. Filtrare in un
cilindro graduato da 100 ml annotando il volume raccolto. Versare il filtrato in
un palone da 250 ml e ripetere I'estrazione con altri 80 ml di cloroformio.
Unire le fasi cloroformiche ed evaporare sotto pressione ridotta su b.m. a40°C
(il campione non va a secco perché rimaneil residuo grasso).

Riprendere con 60 ml di acetone e 40 ml di acqua e versare il tutto in un
imbuto separatore da 250 ml. Lavare il palone con 40 ml di etere di petrolio
40°-70° e travasare nell'imbuto separatore. Agitare I'imbuto per 20 secondi ed
eliminare |'estratto etereo. Ripetere |'estrazione con altri 20 ml di etere di
petrolio. Estrarre |'aflatossina M, dalla fase acetonicacon 20 ml di cloroformio
la prima volta, poi con 20 ml di cloroformio-acetone 1:1 la seconda, agitando
per un minuto. Riunire le fasi cloroformiche e portare a secco con evaporatore
rotante sotto pressione ridotta su b.m. a40°C.

Purificazione

Versare circa 10 ml di cloroformio nella colonna cromatografica (30x1 cm con
rubinetto in teflon), aggiungere 2g di sodio solfato anidro, 2g di gel di silice
imbibito di cloroformio, e 2g di sodio solfato anidro. Lasciare eluire il solvente
fino alo strato superiore di solfato sodico, senza andare a secco. Riprendere
I'estratto del campione con cloroformio (3 ml per 3 volte) e caricarlo in
colonna. Eluire con:

- 25 ml di toluene-acido acetico 9:1
- 25 ml di n-esano

43



- 25 ml di n-esano: etere etilico: acetonitrile 6:3:1

Raccogliere in un palone da 250 ml I'aflatossina Mq eluendo con 40 ml di

cloroformio:acetone 4:1. Evaporare con evaporatore rotante su b.m. a 40°C.
Riprendere con cloroformio trasferendo quantitativamente in fiala a fondo
conico, quindi portare a secco con azoto. L'estratto € pronto per l'analisi
cromatografica.

ANALISI CROMATOGRAFICA

Strumentazione

Cromatografo liquido con rivelatore fluorimetrico (ex=366 nm; em=430 nm):
colonna C18 4.6x250 mm, fase mobile acetonitrile/acqua 30/70, filtrata
attraverso membrane da 0-45um e degassata con €lio. lastre TLC: silicagel 60
senzaindicatore di fluorescenza, cm 10x10 soluzioni di sviluppo per TLC:

a) etere etilico-metanolo-acqua (95+4+1);

b) cloroformio-acetone (70+30).

Soluzione standard anatossna M;: 10 pg/ml in cloroformio. Soluzioni di
lavoro: evaporare aiquote di soluzione standard e portare a 0.1, 0.2 e
O0.4pg/ml, riprendendo con benzene-acetonitrile (9+1) per TLC o con
acetonitrile-acqua (30+70) per |'analisi HPLC.

Per TLC: depositare sulla lastra 20 pl di ogni soluzione standard e 20 + 504
di estratto. Sviluppare nella prima direzione con etere etilico-metanol o-acqua
(95+4+1). Asciugare per 10 minuti in ambiente ventilato con luci attenuate.
Sviluppare nella seconda direzione con cloroformio-acetone (70+30),
asciugare, osservare brevemente la macchia fluorescente a 365nm marcando
con una matita. La determinazione quantitativa va eseguita mediante confronto
visude di standard a concentrazione opportuna, oppure mediante un
fluorodensitometro (eccitazione 366nm, emissione 430nm).

Per HPLC: equilibrare il sistema con la miscela eluente a flusso di 1.0
ml/min; iniettare in sequenza le soluzioni standard e il campione, determinando
la concentrazione del campione mediante una curva di taratura (I'aflatossina M,
esce dopo 5+7 minuti)

CONFERMA DELL'IDENTITA DELL'AFLATOSSINA

Per TLC: essiccare con azoto aliquote di soluzioni standard e di campione.
aggiungere 50 Yl di anidride acetica, 50 Wl di piridina ed agitare. Scaldare 15' a
50°C, evaporare con azoto, riprendere con 50 pl di benzene-acetonitrile (9+1),
depositare e sviluppare come gia descritto sulla lastra. Osservando a 3665nm si
nota la scomparsa della macchia originale dell'M; e la comparsa del derivato
acetilato.
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Per HPL C: essiccare con azoto aliquote di soluzioni standard e di campione:
aggiungere 100 ml di acido trifluoroacetico, 10 pl di acqua, agitare, scaldare
15" a 50°C, evaporare con azoto, disciogliere in 50 W di miscela eluente;
Iniettando nelle stesse condizioni sopra riportate si nota la scomparsa del picco
dell'anatossina M, e lacomparsadel picco dellaM?2a (2+3 min).

PRESTAZIONI DEL METODO:

Recupero >= 80% Limite di rilevabiliti: con HPTLC 0.05ug/Kg (p.p.b.), con
HPLC 0.02ug/Kg.
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2.2DETERMINAZIONE DELLO IODIO TOTALE NEI FORMAGGI

L'analisi dello iodio inorganico totale ai livelli di sensibilita richiesti viene
eseguita sfruttando la formazione di uno iodio-chetone (dal 2-butanone o dal 3-
pentanone) che pud essere determinato per gascromatografia con rivelatore a
catturadi elettroni (ECD).

S riportano di seguito le due metodiche di estrazione e purificazione
maggiormente utilizzate, mentre per |'analisi gascromatografica si riportano
alcuni parametri strumentali utilizzati nella pratica, avendo presente che anche
atre configurazioni possono dare risultati analoghi.

METODON. 1

Principio del metodo

S utilizza la reazione di iodurazione del 3-pentanone, dopo incenerimento
alcalino del campione: il composto cosi ottenuto € estratto ed analizzato per
GC-ECD.

Materiali e strumentazione

Capsule di nichel di capacita 100 ml

Forno a muffolatermostatabile fino ad almeno 550°C
Filtri in fibradi vetro (Whatman GFA)

Comune vetreriadalaboratorio.

Reagenti

a) 3-pentanone; soluzione a 4% (vAV) in acqua

b) potassio bicromato: soluzione allo 0,5% (p/v) in acqua

C) potassio nitrato: soluzione al 20% (p/v) in acqua

d) acido solfammico: soluzione a 10% (p/v) in acqua

e) n-esano: di grado pesticidi

f) iodio: 1) soluzione madre (1mg I/ml) ottenuta sciogliendo 131mg di Kl in
acqua e portando a 100 I; si conserva per ameno tre mesi 2) soluzioni di
lavoro: diluire la soluzione 1) per preparare soluzioni contenenti da 0,01 a 0,1
pg/ml di I; si conservano in frigorifero per almeno due settimane.

Procedimento

Pesare accuratamente 2 grammi di campione in capsula di nichel: aggiungere
2ml di etanolo, 4ml di KOH 4M e 2ml di soluzione di KNO,.

Mescolare bene con una bacchetta di vetro, asciugare la miscela su piastra a
105°C. Mettere la capsula in muffola fredda, e portare la temperatura in due
ore a550°C, mantenendovelaper altre 5 ore.

Dopo raffreddamento, aggiungere 30 ml di acqua e triturare le ceneri con
bacchetta di vetro: far bollire attentamente per 5 minuti, filtrare la soluzione
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risultante in un palone tarato da 50 ml atraverso un filtro di fibra di vetro (Whatman
GF/A).

Lavare la capsula e il filtro con 10 ml di acqua, neutralizzare il filtrato con
H,SO, 2M usando come indicatore il metilarancio. Aggiungere 2 ml di
soluzione di acido solfammico e portare a volume con acqua (soluzione
campione).

Derivatizzazione

Prelevare 25 ml esatti di soluzione campione in imbuto separatore da 100 ml;
aggiungere in successione 1 ml di 3-pentanone 4%, 1 ml di potassio bicromato
0.5%, 1 ml di acido solforico 5M ed agitare.

Dopo 5 minuti, aggiungere 10 ml di n-esano ed agitare vigorosamente per 1
minuto. Lasciar separare la miscela in due fasi, scartare la fase acquosa
inferiore, lavare I'esano con 10 ml di acqua, trasferire I'esano in provetta con
tappo in vetro, aggiungendo una piccola quantita di sodio solfato anidro.
Iniettare 2 W di soluzione a gascromatografo: seguire la stessa procedura per
le soluzioni standard.

METODO N. 2

Principio del metodo

[l campione viene sciolto in acqua, chiarificato col reattivo di Carrez, e sul
filtrato limpido si esegue |a derivatizzazione con 2-butanone in ambiente acido.
Il derivato si estrae con n-esano e si analizza per GC-ECD.

Reagenti

a) metil-etilchetone (2-butanone) per cromatografia

b) soluzione di sodio nitrito (20 mg/100ml acqua): s conserva in frigo e va
preparata settimana mente

c) agente chiarificante: soluzione 1: 21.9 g di acetato di zinco e 3 ml di acido
acetico glaciale in 100 ml di acqua soluzione 2: 10.6 g di ferrocianuro di
potassio in 100 ml di acqua

d) acido solforico concentrato

€) n-esano: di grado pesticidi

f) iodio: 1) soluzione madre (1 mg I/ml) ottenuta sciogliendo 131mg di Kl in
acqua e portando a 100 ml; s conserva per ameno tre mesi 2) soluzioni di
lavoro: diluire la soluzione 1) per preparare soluzioni contenenti da 0,01 a O,
pg/ml di I; si conservano in frigo per almeno due settimane.

Procedimento

Omogeneizzare in frullatore 10 g di formaggio macinato e 60 ml di acqua per
circa un minuto; aggiungere 5 ml di ciascune delle soluzioni diarificanti e
omogeneizzare per atri due minuti. Centrifugare e filtrare il liquido. A 20 ml
di filtrato limpido aggiungere 0.7 ml di acido solforico conc., 0.5 ml di
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2-butanone e 1 ml di sodio nitrito e agitare.

Lasciare reagire a T ambiente per 20 minuti, trasferire in imbuto separatore ed
estrarre due volte con n-esano. Filtrare o strato organico su filtro SP e portare
a 25 ml con nesano: iniettare fino a lo Yl a gascromatografo. Preparare ala
stessa maniera un bianco dei reagenti e le soluzioni standard diluendo
opportunamente la soluzione madre di ioduro 1 mg/ml.

ANALIS GASCROMATOGRAFICA

Gascromatografo con rivelatore a cattura di elettroni, operante ad una delle
seguenti condizioni:

a) colonna in vetro 2m x 3mm impaccata con 10% DEGS a 1% H3P04 su
Chromosorb W DMCS 60-80 mesh, inj = 180°C, det = 260°C, colonna =
140°C

b) colonna capillare HP-1 12m x 0.2mm, inj = 250°C, det = 280°C, programma
da60° a150° a10°/mm.

e) colonna capillare SPB-1 inj = 150°C, det = 250°C, isotermaa 50°

PRESTAZIONI

Recupero >= 91%

Limite di rilevabilita = 0.05pg/g (p.p.m.)
Comune vetreriadalaboratorio.
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23 DETERMINAZIONE DEI METALLI PESANTI NEI FORMAGGI

Principio del metodo

[l campione viene mineralizzato per incenerimento a secco, per digestione ad
umido o con microonde, diluito con acqua ed analizzato per spettrofotometria
ad assorbimento atomico con fornetto di grafite (per Pb-Cr-Cd-Cu) o in
fiamma aria-acetilene (per Cu-Zn).

Reagenti e strumentazione

Mineralizzazione a secco: capsule di porcellana o di platino, forno a muffola
termostatabile fino ad almeno 450°C

Mineralizzazione con microonde: sistema a microonde con potenza
programmabile, dotato di contenitori in teflon con idoneo sistemadi chiusura.
Spettrofotometro per assorbimento atomico con lampade specifiche per gli
elementi ricercati, munito di correzione del fondo al deuterio o ad effetto
Zeeman.

Tutti 1 reagenti e gli acidi utilizzati devono essere della massima purezza
possibile, e comungque specifici per analisi di metalli in tracce (Suprapur
Merck, Spectrosol BDH, Ultrex Baker,...).

Tutta la vetreria utilizzata va decontaminata per immersione in acido nitrico
10% per ameno una notte, indi risciacquata con acqua bidistillata.

Procedimento a secco

Pesare esattamente in capsula di porcellana o di platino 59 di campione
omogeneizzato, essiccarlo in stufa a 105°C, incenerirlo in muffola aumentando
gradualmente la temperatura fino a 400 ° 450°C per aimeno 10 ore. Se dopo
tale trattamento le ceneri non risultassero perfettamente bianche, trattare il
residuo con 1 ml di HNO3 concentrato, essiccare nuovamente e incenerire
ancora per altre 4 ore. Riprendere le ceneri con pochi cc di acido nitrico 10% e
trasferire quantitativamente in pallone tarato da 25 ml, portando a volume con

acqua.

Procedimento a umido

Pesare esattamente in tubo da mineralizzazione (provettone per azoto) da 2 a
3g di campione omogeneizzato, aggiungere 20 ml di acido perclorico/nitrico
(2:1 vIv), coprire con parafilm e lasciare a riposo per una notte. Si scalda sul
mineralizzatore dapprima lentamente poi, a scomparsa dei fumi rossastri, ad
alta temperatura fino a piccolo volume (1 - 2cc). Raffreddare, riprendere con
acqua e trasferire quantitativamente in pallone tarato da 25 ml, portando a
volume con acqua.
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Procedimento con microonde

Pesare esattamente nel contenitore di teflon da 0.5 a | g di campione
omogeneizzato, aggiungere da 5 a 20 ml (a seconda delle istruzioni del sistema
a microonde) di acido nitrico 70%, e procedere sino a mineralizzazione totale,
con eventuale aggiunta intermedia di  acqua ossigenata.  Trasferire
guantitativamente in pallone tarato da 25ml, portando a volume con acqua.

Deter minazione strumentale
S rimanda ai manuali di istruzione degli strumenti per i dettagli, e si riportano

le condizioni principali:

Pb 283.3nm inc. 650°C atom. 1600°
Cr 357.9nm inc. 1100°C atom. 2600°

Cd 2288nm inc. 700°C atom. 1500°

Cu 325-Onm inc. 1200°C atom. 5300°
Zn 213.9nm

PRESTAZIONI
Recuperi: generalmente dell'ordine del 100 %

Limite di rilevabilita(riferiti al formaggio):
Pb =0.01+ 0.05mgKg
Cr =0.01+ 0.05mg/Kg
Cd =0.001+ 0.005mg/Kg
Cu =0.02+ 0.05mg/Kg (fornetto)
=0.1+ 0.5mg/Kg (flamma)
Zn =0.1+ 0.2mg/Kg
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24 DETERMINAZIONE DEI PESTICIDI ORGANOCLORURATI

METODO N. 1 (PURIFICAZIONE MEDIANTE GPC)

Pesare una quantita di campione equivalente a circa 3g di grasso in un becker
da 250 ml e trasferirlo quantitativamente in imbuto separatore da 1l con un
totale di 100 ml di acqua.

Aggiungere 10 ml di una soluzione di potassio ossalato a 5% e miscelare in
maniera omogenea. Aggiungere 100 ml di acool etilico ed agitare per un
minuto fino ad omogeneizzazione, evitando il piu possibile la formazione di
emulsioni 0 schiume (piu probabili partendo da latticini o derivati liofilizzati o
in polvere). Aggiungere 200 ml di etere etilico ed agitare per 2 minuti.
Aggiungere 200 ml di etere di petrolio ed agitare per 1 minuto. Lasciare
riposare per 10 minuti e scaricare la fase acquosa sottostante quando la fase
organicarisulta ben separata e limpida.

Dopo un minuto, scaricare I'eventuale altra fase acquosa separatasi. Filtrare la
fase organica su sodio solfato anidro e lavare I'imbuto separatore con 3
aliquote da 15 ml di etere di petrolio.

Portare delicatamente a secchezza su evaporatore rotante e purificare con GPC
primadi eseguire le analisi GC.

Condizioni GPC per la purificazione di matrici lipidiche nella
determinazione di residui di pesticidi

CONDIZIONE GPC A B
lunghezza (cm) 40 30
diametro (cm) 2.5 2.5
flusso (cm/min) 5 5
grammi di BIO BEADS SX-3 60 50
scarto (ml) 150 100
raccolta (ml) 175 180
FLUENTI:

A metilene cloruro - cicloesano 50:50
B metilene cloruro - cicloesano 15:85

L a frazione raccolta secondo le condizioni di colonna A contienei pesticidi
organoclorurati, organofosforati, policlorobifenili, idrocarburi policiclici
aromatici.

La frazione di cui ala colonna B contiene i pesticidi organoclorurati e
organofosforati.

La quantita di grasso da caricare non deve superare gli 0.1 grammi per ml di
miscela eluente. Gli oli, il burro, la margarina possono essere direttamente
diluiti con lamiscela eluente e purificati.
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METODO N. 2 (PURIFICAZIONE MEDIANTE SPE)

Estrazione

Prelevare 5g di formaggio tritato ed omogeneizzato, aggiungere 50 ml di acqua
e 100 ml di acetone; mettere in bagno ad ultrasuoni per 5 minuti. Aggiungere
15 grammi di NaCl e 75 ml di n-esano; mettere in bagno ad ultrasuoni per 15
minuti. Separare |'estratto in imbuto separatore.

Purificazione

Prelevare 5 ml dell'estratto e portarli a secco in evaporatore rotante;

riprendere con 2 ml di acetone e 2 ml di acqua

Condizionare la colonnina SPE C 18 con:

5 ml di n-esano

5 ml di metanolo

5 ml di miscelaacetone-acqual:1

aggiungere il campione; lavare la colonnina con 5 ml di acetone, poi con 5 ml
di acqua; seccare bene la colonnina per 30 minuti;

eluire con 2+ 2ml di miscela esano/etere etilico 1:1

tirare a secco |'eluato con una leggera corrente di azoto e riprendere con 1 ml di
I soottano.

L 'estratto € pronto per I'analisi GC.

Condizioni gascromatogr afiche

Colonna ULTRA 2 (dittaHP) 25m x 0.32mm, 0.52pum film

rivelatore ECD

iniettore split a250°C

programma di temperaturac da 150 a 280°C con incremento di 3 gradi al
minuto.

Principi attivi deter minati

Esaclorocicloesano isomero alfa;
esaclorocicloesano isomero beta;
lindano;

esaclorobenzene;

endrin;

eldrin;

eptacloro;

eptacloro epossido;

diedrin;

DDT etutti | suoi isomeri;

limite di rivelabilita: 0.001 mg/Kg
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