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Negli ultimi anni il crescente interesse della filiera agroalimentare, mirato al conseguimento di standard produttivi di qualità, ha imposto l’esigenza di disporre di tecniche microbiologiche e molecolari caratterizzate da elevata riproducibilità dei risultati, velocità d’impiego e sensibilità nelle analisi, in grado di fornire informazioni utili a tutelare i processi produttivi, da fonti di contaminazione microbica. 

Lo scopo del presente lavoro è stato quello di identificare, mediante tecniche molecolari, la flora contaminante sporigena, isolata da campioni di insilati, riconosciuti come principale fonte di veicolazione nel latte di spore batteriche, principalmente appartenenti al genere Clostridium. La presenza di spore nel latte è strettamente correlata alle problematiche di alcune produzioni di formaggi duri e semiduri stagionati, soggetti ad un’alterazione, il gonfiore tardivo, che determina deprezzamento e talvolta scarto del prodotto.

Il gonfiore tardivo o butirrico è causato in genere dalla crescita di batteri sporigeni anaerobi, e precisamente da clostridi butirrici, in particolare C. tyrobutyricum, i quali metabolizzano i lattati producendo principalmente acido butirrico, acido acetico, CO2 e H2. Il gas prodotto in questo caso, può essere solo parzialmente assorbito o disciolto dall’umidità del formaggio e la sua notevole pressione, produce spaccature nella pasta e talvolta può arrivare a fare esplodere le forme di formaggio. 

Sono stati sottoposti ad identificazione molecolare 165 ceppi isolati da insilati. Attraverso PCR-DGGE (Polymerase Chain Reaction--Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), è stata analizzata la regione variabile V3 del gene 16S rRNA dei ceppi precedentemente sottoposti ad estrazione del DNA. In base al profilo DGGE ottenuto, è stata stimata l’appartenenza degli isolati a diversi gruppi. Un rappresentante di ciascun gruppo è stato poi identificato, mediante sequenziamento parziale della regione V1-V3 del gene 16S dell’rRNA e allineamento con le sequenze depositate nel database GenBank.  

Sulla base dei profili PCR-DGGE, i 165 ceppi sono stati raggruppati, in 12 gruppi, e il 59% degli isolati è risultato appartenere al genere Paenibacillus, in particolare alla specie Paenibacillus macerans. Con una incidenza del 12% e 9% è stata isolata una microflora appartenente rispettivamente ai generi Bacillus (Bacillus pumilus) e Clostridium (Clostridium beijerinckii, Clostridium intestinale). 

Da quanto emerso dai risultati, il genere Paenibacillus è stato quello maggiormente rappresentato nella matrice esaminata e, per questo motivo, sarà necessario approfondire il coinvolgimento dei microrganismi appartenenti a tal genere nelle alterazioni delle trasformazioni casearie. In particolare, sarà interessante valutare un eventuale loro coinvolgimento, nel gonfiore tardivo dei formaggi, oggi, attribuito esclusivamente ai clostridi. 

Tecniche molecolari di identificazione potranno essere impiegate per seguire, nell’ambito di una filiera agroalimentare, le dinamiche microbiologiche che si instaurano a partire dall’insilato e successivamente nella produzione lattiero-casearia. 

