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Behavioural dynamics of several pathogen micreorganisms during processing and ripening

of Bagoss cheese
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SUMMARY

The aim of Ihe survey wes fo evaluate
the behaviour of the mest common dei-
ty pathagens in he Bagass, a paricular
ripe cheese of tie Bagoline area [Bre
scial, The mik has been conaminated
with a three sirains suspension of ecchof
the invesligaled microarganism (Listeria
monocylogenss;, Salmonella typhimur-
um, kscherichia coll ©157:H7 e Staph-
ylococeus aureus), then processed and
ripened: in collabaretion with the dairy.
The coeking anc next step of rest ur-
der curd whey were nor cble o deler
mine-any effect on pathogen concanira-
fin. Buf rather the ripening snsurad the
elimination of Salmenella, £. zoli and
Siaph. aureus and the decraase of 4-5
log in the Llisteric concentration. Chal
lenge fest daig, therefore, permit 1o sup-
porl Bagdss safery.

SOMMARIO

E sicto valutato Il livello di sicurszza nel
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riguard] dei pib comuni microrganismi
paiogen fisconabill nal procott latiie-
rocoseari del Bagoss, fermaggie o lak
fe crude e lunga stagionatura fiplce del-
lo zona di Bagoling [Povincia di Bre-
scig), A fcle scope il latte destinalo alla
caseilicazions & stalo contfaminan ¢on
ung sospansione cosiiluita da ire e2ppi
per ciascuno del microrganismi studia-
1l (Listeria monocyiogenss, Salmonella
lyphimurum, Escherichia coli O157:H7
e Slaphylococeus aursus) ed & slalo
pol frasformato e stagionato secondo
le madalia previsle dalla tecnico fladi-
zionale di produzione. Le fasi ¢l cottura
@ al successivo Tiposo sottc s'efo della
_:‘.cghoru. nor st sono dimostiale effice
ci nell'abbattere |l cariche contaminan:
ti. £ invece \a siogionature, di durdia
minlma oot a 12 mesi seconda la me-
ledologia fradizionale, a garartire el
minozionz di Solmonelia, £ coli e St
ph. aureus & || decremenio di 4-5 logar
fitm delia cenceatazione di Listeria. |
datl emersi aal challenge fesl permel-
tone dungue di sostenere la sicurezza

climentore del Bagdss e lo sua capor
cits di contrastare | microrganismi pa-
togenl evenualments present nel lar
le al'eriging o fiwlo di conlaminazio-
ne cmoienlale:

INTRODUZIONE

Il Bagoss [fote 1] & un formeggle se-
micolle, slogionalo per almeno 12

Foto 1.



mes, prodoro nel comune di Bageli
no ulizzondo latte crudo di vacche
di rozza Brung sllevate esclusivarman-
te nella zona di prt_)duzmne, Sit gt
fa di ur formaggio molls opprezzé-
to anche all'eslere che vonta decerr
ni df tradiziore: E proprie per valoriz-
zare | prodetn wadizienel lrolioni e fa:
vorire |a loro esporfazicne anche a li-
vallo exticeomunitaric; olre che per of
temperare dlle richleste dei regolamen:
fi comunitar @ fuleld del cansumatore
i1.2), che si rende necessario condur
e delle sperimentazicni che dimostrine
in mode scienificamente sostenizile la
sicurezze alimentare del nosiil procassi
produttivi. A fale scopo € siate valulato
il comporioments del palogen Listerio
monocylogenes, Solmonella  typhimu:
rium, Escherichia coli O157:H7 e Sto-
phylococeus oureus durante irasiorma:
zione & siagionalura di fale formaggio.
Sono siafi considerati guest’ microrgani-
smi In.quanto risultane essere guelli pid
sossso colnvolll in eplsodi df lassinfe-
zioni alimentcri cousat dai prodotii lat
fisro-coseari (3], in modo parricolare &
latte crudo (4).

MATERIALI £ METODI
Ceppi batterici

Per ciascuns spacie palogend @ st
ollestita una miscela di 3 diversi ceppi:
- listeric  monccylogenes:  csppo
ATCC n. 19115, cepoo IZSLER n.
2007 /349852 isolats da formaggio,
ceppo (ZSLER n, 2007 /329297 isola-
lo do formaggio;

Salmenella  typhimurivm.  ceppo
AICC n. 6994, ceppe ZSIER n,
2008/43259-2 isalcio da lette cruds,
ceppo [ZSLER n. 2007/171 0870 iscle
fo'da procetio a base di carne;

Eschericnia coli O157:H7: cep
po ATCC n. 35750, ceppo tZSLRR n.
2007/181181 isclae da lofe, cep-

po IZSUER n, 2006/279534 iscloio
da bure;

- Siapn. aursus: ceppo ATCC n, 25973,
ceppo [ZSLER n. 2008/ 1 53547-5 isolg-
todg latte, ceppo IZSLER 2008 / 20060-
| isoloto da latte.

Far lo preparazicne di ‘ognuno dei
ceppl sono stole seminare 3 piasté
di Agar sangue, poi incubere ¢ 37°C
per 24 ore. le pdtine betisriche ¢re-
sclute sono siate roccolle mediante g
vaggio delle piastre con so uzlone fi
siclogica e & ml della scluziene cosi
oftenuto sono siali rrosfe’\'r‘l ir un fer
mertatorz contenente 1 L di brode
Brain Hearr Infusion (BHIL Dopo in:
cubazions in agitozione a 37°C per
24 gre, I brodo & siate centrifugato a
4000 giri per 1 og e |l pellel forma:
lo & stalo pal risespesa in 100 ml di
soluzione fislologica,

Modadlitar di contaminazione

Presso il Ldbotatorlo di Trastormiazion
Sperimentall del Reporto d| Microbiclo
glo delllZSIER & slala essquila Ja fro-
sfermazione di lofie cuds in formeg:
gic Bagoss, nel rispefe dello tscnole-
gia tmdiziznale applicola dirsiamente
dal responsobile di produzicne del ca-
seificio Stagnoli Giovanni al Bageline.
Circa 100 L i lofte soccolti immediator
menie aopo la mungitura & lesciati offor
are 12:36 are o lemperalura ampiern
te sane stall rasportatl presso || lebore-
torio & frasieril In coldala Mantenen-
do il latie In confirua agitazions, sore
slale aggiunte le sospensioni di Lisleria,
Salmonello, £, coli e Stallocsees dtfe a
dererminare una conlamineziane nomp
nole di 107 ufe/ml. Depe lo conlami-
nozione si & proceduto con e fasi tecne:
log che previsie dal pracesso of frasfor-
maziene, fno all'estazione delo car
glioia e olla messa in forma. Durante Juk
te le fasl di laverazione & sata menile
aie o lemperaiura del late e della co
gliota meaiante |'utilizze di Daixlogger

([Econarma FI-800/ System) con reglstra-
ziore del dote ogni minuto, la forma &
statal pal fasterita in esllz di siagione
turer [Pirdi tecnologie dsl freddo) pres:
so il Laporaiora di Trastermazioni Spert-
metali dell [ZSLER & mantenuia par eir
ca un anne nel rispatla dei parametr di
lemperatuia & umidita indicati dal pro-
dufiare.

Campionamento e analisi

Un plimo camgicnamento & siolo ese:
gulta sul lafre cuge prime delle conle:
minazione per valutare le popolazioni
lotiichie, | pH e un'evenivale presenza
di Slafilocecchi cougulas pesiiivi e de-
gli alti patogeni consideral. In segulk-
fo sone stafl effefuall un prelieva imme:
diatamante successive all'aggiunta el
pologenl per stimarz | velle di contar
minazione offenuto = uno serie d com-
pionamenti durane le fasi di cottura ed
estozionz dello- caglista ol fine di valy-
lare I'eveniiale effetio delle lasi di tra-
stormazione nel confrello dai pafoger
Altri T4 prelievi sono stall pol eseguil]
durante 1l prosesse di sfaglonatura. Su
ciascun camplone sono state eseguite 2
seguentl anolisi:

- numgrozions del latocozchl e Lar
tococchi termofill su plaste di terreno
M7 agar incubcte [n geroblosi a 30°
e-44°C per 48 cre,

“nurerazione dei Lallobacilli mesaoliii o
termoflli su piastre di MRS agar incuba-
fe in microgerclilia a 3/° e 44°C per
72 ofe,

- numerozions di listeria monocyloge
nes st piasie dl Aloo agar incubele
in cerchiesi @ 37°C per 48 ore (SO
1129C-1:1998/Amd 1 :2004);

- numerazione al Salmenella yphimu:
rium su piostre di Hektoen agar incuba:
te' In cerabiosi o 37°C par 24 ofe;

- numsrazione di £ coli Q157:H7 su
plaste di CT-SMAR agar Incubaie fn ce
rebicsia 37°C par 24 ore;

- numeraziene di Staph. aureus su pia-
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stre di Bairc Parker agar incubate ince
fabiosi @ 37°C per 48 ore,

- deferminaziors del pH medianfe st
mento con compensazone automatica
della femperetura (Hanna nstruments -l
223);

- delerminazione dell sequa libera |A )
medianie apporeccriciurg cella ditta
Teslo G50 con sonda fattore k (T 93]

RISULTATI E DISCUSSIONE
Analisi chimico-fisiche

| dat registrati tramite l'ulllizzo di Dale:
logger hanno evidenzioto | faggiung?
mento di uno remperatura massima di
A6°C durante lo cotura della caglinta.
Neller suecessiva fase ¢l ripose solfo sie
io la temperature della cagliata diminw-
isce e gia dopo 1.5 minutt risuliar Infario-
re ai 42°C. Peranic, come sperimen-
talmente verlficolo, il fraftamenlta fermi-
ca dells cagliote orevislo nel processe
di produzione del Bagass risulia ineffi-
cacs rel modulare la presenza de mi
crarganismi conreminanti. Nello fig. 1
& rigoriate. 'andamente del oH duran-
le le fosi di raslormazione & stagiona
tura del formagglo, s1 evidenzia un o
pide cole di circa | punle dovwie all
prasanza di elevate coriche di fermenti
latiic: fino ad un valore di eirea 5,5 che
1eskapol cosignle durante luiia o siagior
ratura del prodoite. | valor relativi allat-
fivits deil'ccque (fig. 2] dmestrane una
agraducle diminuzione durante 'utio il pe-

riedo i staglonarura. || calo dell'A_ &

considerate uno dei fattor ehe coneor
rane al conrello delle cariche paragens
in predaft g lunga stegionatura ceme il
Bagdss (5,6). )

Andlisi microbiologiche

Profile dei fermenti iatici

In ﬁg 3 2 riporiare I'andomenio dai lo=
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Fig. 1 - Andaimento del pH nel Bagass sperimentalmente contaminato.

D.?éﬂ i i re ‘i iom S = T T
o 50 100 150 200 250 200 380
tempao (giorni)
]J Aw ——regressione:——max :muj & Outliers [

Fig. 2 - Andamento dell’attivila dell’acqua nel Bagéss sperimentalmente contaminate.

Fig. 3 - Compertamento della popolazione dei Lattabacilli mesofili nel Bagéss sperimentalmen:
fe confaminato. '




obacilli mesoflll. la carica prasents ini-
zialmiente na! latte & dicirca 12107 ufe/

mt. Nelle fesi di rasformoz one s ragi-

sra un aumento delle popolazioni latt-
che che raggiunganc una concentiazic-
reci 89 logaoritmi inforno ol 10° gicrmo
di maturazione, per pol diminuire pre-
gressivamente fine o ciree 1x7 0% ufe/g
al ermire cella stagionature e alire
pepolazion| lotiche presentono curve
malia simill & per brevitd non sono sto-
e riporale. Pedanlo durana luile Il pro-
cesso di produzione del Bagoss si evi-
denzia la presenza di elevaie concer-
rezioni di flare latiche, popolazion in
grado di esercitars un'azione di compe
fizione nei corfrent del microrgaonismi
potogen (7.8

Profile di Salmonella fiphymurium

In fig. 4 & ripo-taio landamento di Sal-
monella fiphymunum. la curve presen:
ra, fispetic ad un valore inlziale di 107
108 ule/ml, un repide cale della conr
centrazione del patogene, non asser
clato perd alle fose di cottura della co-
gliale, con fempe di riduzicne decima-
l2 [, ovvero tempo nacessario per avi-
denziare |g diminuziore del 0% di
una pooolazicne micobica, paria 7
glomi e 23 gre + |6 ofe nelle crime
fasi @ stagionatura. Si registra poi un
cambia di pendenza della curva intor
no al 37° giomo con aumenlo di D
che nella seconda fose risulfa 67 gior
noe 8 ore + 35 giom g B ore (e
rore sfandord 0,40, Nell'ulima fase
della stegionatura, dal prelieve efter
tuale al 281° gicne, Salmonslla nen
& pit rilevabile utilizzands il metada
ol numerazicne per seming diretia me:
& siola evidenziala solamente frami-
le ricarca (metode ISQ 65792002/
Caorl:2004), mertre nellullimo cam-
plonamento (342° giemo) & stala pos-
sibile rilevarne la presenza solo frami-
i mefedice PCR. Dungue lo concen-
trazicne del pofogene dimiruisce di

Log UFC /g

= log ufe/g =——regressione — max — rmin

troculo iniziale (ufe/mb) | Log (ufefml) T‘;’[:f; i FAmne e
10,000,000 7 194 23 (168-722)
1.000.040 3 177 15 (101-154)
106,000 5 &0 7 (37-87)
10.000 4 31 23 (29:35)

1.000 3 23 23 (21-27)

100 z 15 23 (13-19)

10 1 7 23 (5-11)

Fig. 4 - Andamento di Salmonella typhimurium nel Bagoss sperimentalmente contaminato.

45 logoriimi gi& nei prim! due mesl
di sagionatura & poi confinua, seppur
Rl leniaments; o caldie con una ridi-
ziéne complessiva pari.a 78 logaritai
hel prodefio d 12 mesl.

Profile di Escherichia coll ©157:H7

ley curver relolivar ollondamrere di E
coli O157 17 (fig. 5] presenta, rispette
od une concentigzione inizigle ¢ 107

= |og ufc/g ——regressione — rhax —— min &

3 G : ; Tempa di estinzione Range
Inioeulo iniziale (ufe/mL) Log {ufe/mL) el = Caori
10,000,000 Z 219 14 {177-263)
1.000.000 5 126 22 (84-170)
100,000 s 34 & (24-77)
10,080 4 Z1 g (19-24)

1.000 3 16 1 (14-19]

ion 2 10 7 (8-13)

10 i 5 B (3-8)

Fig. 5 - Andamento di Escherichia coli O157:H7 nel Bagdss sperimentalmente contaminato.
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Log UFC/g
B AW e D e

0 5t 100

s oo 250 00

tempn (giomi)
| = |og ufe/g ——regressione —— max —— min ]

— e Tempi di estinzions Range
Inooulo iniziale (ufe/ml) log (ufc/mL) giorai et taiorm)
10.606.000 7 215 1B (187-245)
1,000,000 6 149 13 (120-173)
100.000 g B3 g (54-112)
10.000 4 36 17 (33-46)
1.000 3 27 13 (23-32)
140 Z 18 & (14-22)

10 =} 9 4 (5-13}

Fig. 6 - Andamento di Staphylecoccus aureus nel Bagoss sperimentalmente contaminato.

102 ufe/mL, una prima fase di rapido
decremento con D parl @ 5 glomi e 8
ore £ 14 ore che: porla a une riduzie-
ne di cirea 5 logarimi della. carceniie:
ziore del potogene gid nsl primo mese
di slagionofura. Segue uria secarda
fase coratterizzolg da D par a 92 glor
nie 15 are = 36 gomie 13 o= lerm
re slondard Q,44), Nell'ulime prehevo
lgiomo 342| o piesenza del patogenc
fisulic nan pib dimestrablle arche uiliz
zando lo mefedica PCR

Profile di Staph. aureus

lo fig. 6 riporta lo curva di more di St
ph. aureus che, rispsfio od uno concer
frazione inlziale di 107 ufe/ml, preser:
ier andamento bifaslce con combio di
pendenza slimato a 39 giorni & 20 are.
la primo fase presenta un D parl a 9@
giam' e 4 ae + 23 ore, menle lo s
conda fose ha un D di 66 gioml e §
ore = 22 giomi e 2 ore (errore standard
0,44}, lo Stafilococeo praserta: quindi
un endamente simlie o guello dslla Sa-

62 - tdusirie Alimengari - XIVIIT (2009) oxobre

manella, con un abbassomento: della
cancentrazione di 4-5 logoritmi: nai pri-
mi due mesi di s'ag onafura e un uherlo
re calo in qualli successivi,

Log UFCfg
R =
o o 1Lt

FURTPCR Y
Lo

E=T T
)

Profile di listeria monocyiagenes

In fig. 7 & ricariale I'dndamento di liste-
ria monccytogenes: s osserva cne il mi-
crorganisma, rispetia ad ura concenia-
ziona di partenza superore c 107 ufe/
ml, presenta inizalmente un ropico de-
cremenia caratferizzato da D par o @
gomie 20 ore + 2 giomi & 8 cre, ma
ga dal 21° giotho di stagionaiura: del
prodotio lo velosita: ai morte subises un
neffo ralientamento con D parl o 119
goin e 4 ore + 26 giornl & 8 ofe (er
rere siandard 1, 54). Lisleria mosia per
fono una maggiore capaciid di saprav-
vivenzs nel prodalto ilspette agl alli
pategeri anclizzati, come evidenziato
anche in aliri lave:i scientifici (@), Carisic
derando tuttavia |'niere periodo d sfor
gondlura del Bagdss s rileva una -
auzione dello concentiazione del par
togena di 4-5 logariimi, che pud esse:
fe consicerata cemungue sutficiente a
soddis‘ore | requisill di sieurezza richie
st dai traffal” inemazionali che affugl
menie regolane l'esportazione di cli
meni (10, 11, 12),

56 100 150

o

200 250 300 350

tempo (giomi)

|+ log ufe/g —regressions — max —min  + Outlers |

. P Tempo di estinzionie Range

Iieculs iniziale {ufe/ml) | Log (ufe/mi) ginﬁni e fg%or?‘\i)
10,000.000 7 591 19 (528-656)
1,000.000 6 472 15 (409-537)
100.000 5 353 i1 (290-417)
10.000 4 234 7 {170-298)
1.000 3 115 3 (51-179)

100 2 19 16 (14-60)

10 1 9 20 (5-15)

Fig. 7 - Andamento di Listeria monocytogenes nel Bagdss ariificialmente contaminetio.



CONCLUSIONI

| garl soerimeniall effenuil enalizzan-
da il comportamento del potogen! arti-

ficlalmanie aggluntiol latie prima della

loverazione permefeng di eenoscere
I'andamenta di fali micrergonismi nel
caso di contaminazion! naturali. Con-
frariamente a quante risconfrate in uno
studio simile condetts sul Grana ada-
ne DOP (13), e fosi di coture dellg
coglicae il successivo ripaso softo sle-
ra non sono sufficiant nel coso del Ber
goss a determinare una riduzione signi-
ficativa dells concerazione dai po-
iageni consigerali, E invece la fase di
stagionatura @ garaniire il confrollo del-
le cariche palogene, grazie all'azicns
combinate di comtiament! dello stato
chimicadisico del prederte come 'ab-
bassomento di pH e A associarn alo
presenza di elevaie concentrazioni di
flore lariche. Relallvamente o Soime:
nella tiphymurium, E. coli O157:H7,
Staph. cureus sl evienzla un sighifieo
tive abbassamero della concentrozior
ne gla nelle prime fasi di stagionatura;
per una pari riduziene di L. monecyto:
genes sl sonc dimostrati necessari tem-
pi maggiorl, mo comungue can patibi
li con gl usugl tempi di molurazicne di
guesto formagglo. | 12 mesi miniml di
stagionaiura prevish calla mebd_u\agio

wwwbs.izs. it

trodizionele di produz one del Bagoss
risullano quindi ampiamene sufficien-
I o garaniite ‘a slcurezza del prador-
2 nel caso dl conominezicne da por
& dei pill comuni micrarganismi oao-
ge' coinvalfi in epised dl tossinfezic
ni alimeniar.
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