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SICUREZZA E QUALITA
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Introduzione

E noto come la nuova tecnica internazionale UNI
CEl EN ISO/IEC 17025 abbia utilizzato criteri de-
cisamente innovativi oltre che di indubbia effica-
cia, relativamente alla scelta dei metodi di prova.
Tali criteri appaiono di estrema utilita in particola-
re nel settore della sicurezza dei prodotti destinati
alla alimentazione. In tale ambito nel contesto di
metodi microbiologici, non di rado non & possibi-
le fare riferimento a metodi normativi per prove re-
lative a determinati substrati, oppure i metodi di-
sponibili non appaiono adeguati alla fondamenta-
le esigenza di garantire la attendibilita dei risultati
in tempi compatibili con le decisioni che devono
essere conseguentemente intraprese.

In questo contesto si inserisce il metodo Micro Bio-
logical Survey (MBS) contraddistinto dal requisito
fondamentale della rapidita in grado di rilevare I'e-
ventuale presenza di una contaminazione batteri-
ca ed ottenere risultati anche il giorno stesso del-
|"analisi.

Il metodo Micro Biological Survey (MBS) & un si-
stema colorimetrico rapido, sviluppato dall’Uni-
versita degli Studi Roma Tre, per la rilevazione e
conta selettiva dei microrganismi in prodotti
agroalimentari le cui caratteristiche principali sono
di seguito esplicitati.

¢ Misurare |'attivita catalitica di enzimi ossidoreduttasici del
metabolismo primario, permettendo quindi di stabilire
una corrispondenza inequivoca tra attivita enzimatica mi-
surata e carica microbica presente nel campione.

* Permettere, a parita di selettivita rispetto alle metodiche
tradizionali di riferimento che si basano sulla replicazione
cellulare, una sensibile riduzione dei tempi di analisi.

¢ Consentire determinazioni quantitative anche su campio-
ni solidi senza ricorrere alla determinazione dell’MPN
(Most Probable Number).

e Avere una sensibilita tale da rilevare i differenti microrga-
nismi, fino al limite teorico di 1 CFU/ml.

e Risultare economico (costo globale di una singola prova
decisamente inferiore a quello dei metodi tradizionali), ol-
tre che di facile esecuzione e tale da poter essere applica-
ta anche in strutture analitiche non dotate di particolari at-
trezzature.

Metodologia di analisi

La procedura analitica del metodo colorimetrico quantitativo
Micro Biological Survey (MBS) & basata sulla rilevazione co-
lorimetrica, attraverso indicatori redox, del cambiamento del-
lo stato ossidoriduttivo del mezzo di reazione, dovuto all’a-
zione degli enzimi del metabolismo primario (ossidoredutta-
si coinvolte nella respirazione e fermentazione) posseduti dai
microrganismi.
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Fig. 1 - Flusso degli elettroni nella catena respiratoria in presenza di ossigeno (sinistra) ed in assenza di ossigeno (destra) e correlazione con lo
~t¢f0 redox dell’indicatore. Nella figura & rappresentata la catena respiratoria mitocondriale che presenta molte analogie con quelle dei diffe-

asferimento di elettroni avviene secondo la scala di potenziale indicata con approssimazione in basso. L'energia libera
| roni viene utilizzata dai Complessi |, Ill e IV per traslocare protoni contro gradiente (pompa protonica), gene-
ico utilizzato dalla cellula per tutti | processi bioenergetici. In presenza di ossigeno (pannello di sinistra), il flus-
iplesso | al Complesso NIl ad opera di un trasportatore Q (analogo del coenzima Q) e dal Complesso 11l al Comples-
proteina esterna alla membrana (che nei mitocondri & il citocromo ¢) e dal Complesso IV (ossidasi terminale che nei mi-
itocromo ossidasi) all’ossigeno in modo che non si liberino pericolosi intermedi di riduzione dell’ossigeno. Lindicatore redox
lo di scambiare elettroni con il citocromo ¢ rimane nella forma ossidata (OX). In assenza di ossigeno (pannello di destra), il flusso
passa dal Complesso | al Complesso Ill al Complesso IV ma non pud essere trasferito all’ossigeno. Lindicatore redox che & in grado

d :aambla'e elettroni con il citocromo ¢ viene trasformato nella sua forma ridotta (RED).
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Fig. 2 - Variazione di colore in funzione del tempo trascorso dall’analisi. La lettera sulla traccia indica i differenti campioni. Alcuni campioni
contaminati con quantita scalari di microrganismi sono stati posti in 6 differenti fiale di reazione (denominate A; B; C; D; E; F). All'inizio dell’a-
nalisi il contenuto delle fiale apparira di colore viola. Con il passare del tempo, e dopo un tempo inversamente proporzionale al contenuto di

batteri nel campione, il colore del campione all’interno della fiala & virato verso il colore giallo.

Infatti, vengono utilizzate sostanze riducenti ed indicato-
ri redox in grado di scambiare elettroni con i componen-
ti della catena respiratoria; finché & presente ossigeno,
I"indicatore rimarra nello stato ossidato. Solo quando
l'ossigeno sara terminato, l'indicatore verra ridotto e
cambiera colore (Fig. 1).

Analogamente a quanto avviene per un dosaggio di un
enzima, viene fornito un substrato e misurato il prodotto.

Gli indicatori redox hanno la proprieta di cambiare co-
lore quando viene modificato lo stato ossidoriduttivo
del mezzo. Il metodo colorimetrico quantitativo MBS
percio misura la carica batterica di un campione rile-
vando l'attivita degli enzimi batterici del metabolismo
primario, mentre i metodi tradizionali utilizzano la ca-
pacita replicativa dei microrganismi. Altri metodi colo-
rimetrici attualmente in uso si basano sulle proprieta
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cataliche di enzimi del metabolismo secondario (es.
beta-glucuronidasi) e permettono una analisi quantita-
tiva solo ricorrendo alla complessa procedura del Most
Probable Number (MPN).

Il metodo colorimetrico MBS permette di determinare
in modo semplice e preciso le cariche microbiche pre-
senti nel campione. Infatti, & noto che il tempo neces-
sario per il viraggio & inversamente correlato con il lo-
garitmo del numero di microrganismi presenti nel cam-
pione da analizzare.

e

Fig. 3 - Fiala monouso che viene fornita pronta all’uso, sterile e con-
tenente tutti i reagenti necessari per I'analisi. La fiala ha una capacita
totale di circa 13 ml e deve essere riempita con il campione da esami-
nare (ca. 1 g) e con 10 ml di acqua sterile che viene fornita in un fia-
loide presente nella confezione.

i

Una carica elevata di microrganismi (es. brodocoltura in
fase stazionaria) fa virare l'indicatore in poche ore, men-
tre concentrazioni batteriche minori fanno virare 'indi-
catore in tempi via via pit lunghi. ['assenza del viraggio
dopo 12-15 ore viene interpretato come l'assenza dei
microrganismi.

Questo fenomeno & analogo a quello osservabile in una
qualsiasi reazione enzimatica in cui maggiore & la quan-
tita di enzima presente, minore & il tempo necessario al
compimento della reazione stessa (Fig. 2).

Procedura operativa

[l metodo si basa sull’utilizzo di una fiala monouso che
viene fornita pronta all’uso, sterile e contenente tutti i
reagenti necessari per "analisi (Fig. 3). La procedura ope-
rativa del metodo avviene in 6 fasi (Fig. 4).

In dettaglio, le 6 fasi della procedura operativa sono:

1. Introduzione del campione Dopo apertura della fiala
di reazione, il campione viene introdotto in quantita
adeguata. E’ preferibile inserire circa 1 g di prodotto
ma non & necessario pesare il campione in quanto,
per la variabilita statistica della contaminazione mi-
crobiologica del campione, qualunque quantita di
campione tra 0.5 e 1.5 g sara idonea per 'analisi. E'
importante notare che possono essere inseriti cam-
pioni solidi senza alcun pre-trattamento, in quanto
vengono rilevati anche batteri aggregati o presenti al-
I'interno del campione. In caso di alimenti fortemen-
te colorati pud essere opportuno ridurre la quantita di
campione da esaminare.

Fig. 4 - Procedura operativa del metodo MBS in 6 fasi: Le 6 fasi illustrate corrispondono a: 1) inserimento del campione. 2) Inserimento dell’ac-

qua sterile. 3) Agitazione per dissolvere il reagente contenuto nella fiala. 4) Inserimento della fiala nel termostato. 5) Osservazione dell’eventua-
le cambiamento di colore della fiala al termine dell’analisi. 6) Sterilizzazione post-analisi per lo smaltimento in sicurezza.
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