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CLASSIFICAZIONE FILOGENETICA

PHYLUM: FIRMICUTES

U

CLASSE: BACILLI

!

ORDINE: LACTOBACILLALES

g

FAMIGLIE:
STREPTOCOCCACEAE CARNOBACTERIACEAE ENTEROCOCCACEAE
LACTOCOCCUS ENTEROCOCCUS
STREPTOCOCCUS CARNOBACTERIUM VAGOCOCCUS

TETRAGENOCOCCUS

AEROCOCCACEAE LACTOBACILLACEAE LEUCONOSTOCACEAE

AEROCOCCUS LACTOBACILLUS LEUCONOSOC

PEDIOCOCCUS OENOCOCCUS
WEISSELLA



CLASSIFICAZIONE BASATA SU CARATTERI FENOTIPICI

TEMP
GENERI SECONDO TIPO OTTIMALE
ORLA-JENSEN FERMENT MORFOLOGIA DI GENERI ATTUALI ESEMPI
CRESCITA
BETABACTERIUM ETEROF BASTONCELLI 30-37° C LACTOBACILLUS, Lb sanfrancisciensis
WEISSELLA Lb kefir, Ib brevis
Lb fermentum (45°C)
THERMOBACTERIUM OMOF BASTONCELLI 45°C LACTOBACILLUS Lb delbrueckii (3 subspecie),
Lb helveticus,
Lb acidophilus
STREPTOBACTERIUM OMO- BASTONCELLI 30-37°C LACTOBACILLUS, Lb casei (4 subspecie),
ETEROF CARNOBACTERIUM Lb curvatus, Lb plantarum, Lb
sakei
STREPTOCOCCUS OMOF COCCHI 45°C STREPTOCOCCUS, S thermophilus,
LACTOCOCCUS, Lc lactis (3 subsp)
30°C ENUERIEEEs, E faecium, E faecalis
BETACOCCUS ETEROF COCCHI 30°C LEUCONOSTOC, Lc mesenteroides (varie
OENOCOCCUS, subspecie)
WEISSELLA Oenococcus oeni
TETRACOCCUS OMOF COCCHI 30°C PEDIOCOCCUS, Pc acidilactici, Pc pentosaceus
TETRAGENOCOCCUS

AEROCOCCUS




GENERE LACTOBACILLUS e PEDIOCOCCUS

Il genere Lactobacillus comprende piu di 100 tra specie e subspecie suddivise in 3 gruppi:

OMOFERMENTANTI OBBLIGATI: fermentano solo gli esosi con produzione di ac. lattico. In
questo gruppo sono presenti numerose specie mesofile e termofile utilizzate nella produzione di
prodotti lattiero-caseari.

ETEROFERMENTANTI FACOLTATIVI: utilizzano gli esosi con produzione di acido lattico ma in
carenza di zuccheri producono anche CO, e acido acetico, etanolo e acido formico. Sono capaci di
utilizzare i pentosi. Alcune specie sono utilizzate come starter nella produzione di formaggi e nei
salumi

ETEROFERMENTANTI OBBLIGATI: fermentano gli esosi con produzione di acido lattico, acetico,
etanolo e anidride carbonica, fermentano i pentosi

Il genere Pediococcus comprende otto specie, sono batteri sferici che si dispongono a forma di
tetradi. Sono diffusi nei vegetali e nei loro derivati, sono presenti nei formaggi maturi, nei
prodotti carnei e nel pesce.

Sono specie mesofile con T ottimale di crescita di poco inferiore a 40°C

Le specie Pc pentosaceus e acidilactici sono usati come starter nella preparazione di salami
soprattutto in Nord America



Lattobacilli in MRS agar



GENERE ENTEROCOCCUS

Comprende 16 specie, sono batteri tipicamente intestinali e contaminano soprattutto alimenti
di origine animale (carne e latte).

Generalmente non sono usati come starter ma soprattutto nei formaggi a latte crudo
costituiscono la componente principale della microflora durante la maturazione.

Alcuni ceppi sono resistenti agli antibiotici

Sono in grado di sviluppare da 10 a 45°C, con concentrazioni di NaCl fino al 6.5% e fino a pH
9.5

Enterococchi in Slanetz-Bartley agar



GENERI LACTOCOCCUS e STREPTOCOCCUS

Il genere Lactococcus comprende 5 specie e 3 subspecie. Si tratta di batteri mesofili con
temperatura ottimale di crescita a 30°C, sono capaci di crescere fino a 10°C ma non crescono a
45°C

Producono diacetile dall'utilizzo del citrato (aroma di burro). Alcuni ceppi sono in grado di produrre la
nisina, l'unica batteriocina il cui uso & autorizzato in forma semipurificata negli alimenti.

Il genere Streptococcus comprende la specie Streptococcus thermophylus, batterio termofilo ma
capace di svilupparsi anche a temperature basse. E’ un normale contaminante delle matrici
alimentari, in particolare del latte. Viene usato come starter in numerosi tipi di formaggio prodotti a
T>35°C, € uno dei componen T — B bulgaricus

Lattococchi in M17 agar



GENERE LEUCONOSTOC

Comprende 10 specie, sono batteri mesofili diffusi in tutte le matrici alimentari,
capaci di crescere anche a basse temperature. Ln mesenteroides ha un forte potere gommigeno, in
terreno di laboratorio forma grosse capsule, spesso € un m.o. alterante.
Utilizza il citrato producendo diacetile.

Leuconostoc mesenteroides in MSE agar



METODI DI STUDIO DEI LAB

METODI COLTURA-DIPENDENTI: isolamento dei batteri con metodi colturali;
identificazione a livello di specie con metodi tradizionali (colorazione di gram, prove
biochimiche, crescita a diverse temperature) o a livello di ceppo con metodi molecolari
(tecniche di fingerprinting): 1) senza amplificazione RFLP+PFGE, Ribotyping, 2) con
amplificazione: AFLP, RAPD, ARDRA).

Sugli isolati: prove specifiche per determinare l'attivita acidificante, proteolitica, autolitica o
la produzione di batteriocine

METODI COLTURA-INDIPENDENTI: estrazione del DNA batterico direttamente dalla
matrice alimentare, consente di rilevare anche la frazione VNC dei microorganismi

") PCR DGGE




ESEMPI DI MODELLI PREDITTIVI
SVILUPPATI PER ANALIZZARE IL
COMPORTAMENTO DI M.O. PATOGENI IN
PRESENZA DI FLORA LATTICA



RICHIAMI DI MICROBIOLOGIA PREDITTIVA

La microbiologia predittiva si basa sulla premessa che le popolazioni microbiche
rispondono in maniera riproducibile in termini di crescita, morte o sopravvivenza
al variare dei fattori ambientali presenti negli alimenti (ad es T, pH, aw).

Lo scopo della microbiologia predittiva € di sviluppare modelli matematici accurati e
versatili capaci di descrivere la crescita dei microorganismi in un dato alimento in
funzione dei fattori ambientali e del tempo (Giuffrida A).



CLASSIFICAZIONE DEI MODELLI PREDITTIVI

Secondo la definizione di Buchanan (1993) i modelli predittivi si possono classificare in
PRIMARI, SECONDARI E TERZIARI:

-l modelli primari descrivono 'andamento della crescita microbica in funzione del tempo e
permettono di stimare i parametri di crescita (lag fase, tasso di crescita, N .,)

-l modelli secondari mettono in relazione i parametri di crescita con le variazioni dei fattori
ambientali ( 'esempio piu comune € la temperatura)

- i modelli terziari combinano i primi due in algoritmi inseriti in software con interfaccia user
frliendly (distributi in genere gratuitamente via Internet) e permettono all'utente finale di
predire la crescita di un microorganismo impostando i PROPRI valori dei parametri
ambientali.



ESEMPI DI MODELLI TERZIARI

the Pathogen Modeling Program (http://pmp.arserrc.gov/
PMPHome.aspx),

SymPrevius (http://www.symprevius.net/),

Seafood Spoilage and Safety Predictor (http://sssp.dtuaqua.dk/)
and

ComBase (http://www.combase.cc/index.php/en/).

Fonte: McMeekin et al Predictive microbiology theory and application: Is it all about rates? 2013
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MODELLI PRIMARI

| modelli primari descrivono curve di crescita sigmoidali con equazioni che si
possono riassumere nella formula generale :

1 dN(t) d{In(N(t))) .
— = Wmax (L)

N(t) dt dt

Modificato da Cornu M et al, 2011

dove a(t) € una funzione di aggiustamento.



ESEMPI DEI PIU’ COMUNI MODELLI PRIMARI

ngistic model Log(N,) = Log( - N s ]
without lag 1+ |i—”“" - 1j| < eXP(—ty,, * time)
il |
Logstic model N,.—-N
i Log(N,) = Log(N,, + —
with lag 1+ exp(-u, (fime—1,))

Baranyi & Roberts (1994)

i 1 ”» = e |
exp! _umx{ﬁme+ ot N i YA 4y iJ[_l
\ - \ l1+g,

o V= g e xzn{ Pl gy X TIme) 9, !}- L P 2 : '
By | B oy 1+g, !l Leg(lD) exp(Log (N, )— Log(N,)
Todi r ' < exp(l 1)
Modified GOmpertz  7og(N.) = Log(N,)+ (4 exp‘ jip= {#m U | G
model | L4 J)

Fonte: McKellar and Lu, 2004



CONFRONTO DI VARI MODELLI CHE DESCRIVONO CURVE DI
CRESCITA

Primary Models 33

—— Gompertz
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FIGURE 2.4 Comparison of growth models fitted to viable count data of Listeria monocy-
togenes grown at 3°C,

FONTE: Fakruddin Md et al, 2011



MODELLI CHE DESCRIVONO CRESCITE MICROBICHE IN ALIMENTI
CON FLORA LATTICA

Nel caso dei prodotti fermentati o comunque contenenti una flora lattica, la descrizione
dell’evoluzione microbica & piu complessa e richiede una modifica dell’equazione
generale dei modelli primari attraverso un fattore di inibizione f(t) che tiene conto
dell'interazione dei due microorganismi:

1 dN(t) d(In(N(t)))

(L) - (T)
N(t) dt dt P !

Tra i modelli piu frequentemente utilizzati per considerare I'effetto competitivo nella crescita
di Listeria monocytogenes in presenza di batteri lattici ci sono:

Modelli basati sull’effetto Jameson

Modelli basati sulle equazioni di Lotka e Volterra
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Fonte: Cornu M et al, 2011




ESEMPIO DI APPLICAZIONE DI DIVERSI MODELLI PER LA DESCRIZIONE
DI CURVE DI CRESCITA SPERIMENTALI
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Cornu M et al, Modeling microbial competition in food: Application to the behavior of Listeria momocytogenes
and lactic acid flora in pork meat products, 2011



LOTKA-VOLTERRA EFFECT

In questo modello l'inibizione della crescita di un m.o. in una coltura mista non &€ determinato da
fattori esterni (nutrienti) che agiscono in egual modo sul rallentamento della velocita di crescita
delle due specie, ma da specifici fattori (indicati aAB e aBA), che quantificano la reale
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Giuffrida A, et al, A stochastic interspecific competition model to predict the behaviour of Listeria monocytogenes in the
fermentation process of a traditional Sicilian salami, 2009



EFFETTO INIBITORIO DEI LAB: IPOTESI SUI MECCANISMI DI
AZIONE

1) In una coltura mista I'esaurimento dei nutrienti e la contemporanea produzione di metaboliti
di scarto bloccano la crescita di entrambi i m.o. quando il primo raggiunge la MPD (massima
densita di popolazione)

2) La coltura che raggiunge la MPD produce delle molecole dette “alarmoni” (ppGpp o
ppGppp) che provocano in pochi secondi lo switch genico dallo stato rilassato (crescita) a
quello stringente (sopravvivenza della cellula). La quantita di alarmoni prodotta sarebbe in
grado di agire anche sulla seconda coltura, bloccandone la crescita (McMekeen, 2013)

3) | LAB nella fase di MPD producono delle molecole proteiche ad azione battericida
(BATTERIOCINE) che contribuiscono all’arresto della fase di crescita del microorganismo
competitore (Leroy, 2005)



BATTERIOCINE

Prodotti della sintesi ribosomiale di batteri, rilasciate nellambiente extracellulare,
con uno spettro relativamente ristretto di attivita battericida (caratterizzato
dall’inclusione di almeno alcuni ceppi appartenenti alla stessa specie del batterio
produttore) e contro i quali il ceppo produttore ha qualche meccanismo specifico di
autoprotezione (Jack RW et al, 1995).
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Per Contattarci: pisamicrobiologia@izslt.it
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