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Abstract

La Commissione europea afferma che “un numero sempre crescente di consumatori attribuisce
maggiore importanza alla qualita dei prodotti alimentari nella loro dieta piuttosto che alla quantita”. La
valutazione del grado di sicurezza di un alimento, basata su rischi microbiologici o chimici, ¢ uno dei
cardini della politica comunitaria, tesa a rendere il consumatore consapevole delle scelte fatte.

Molti agenti responsabili di Malattie a trasmissione alimentare (MTA), come Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Salmonella enterica, possono facilmente produrre biofilm, costituendo un
problema di sicurezza alimentare e, conseguentemente, di salute pubblica. I biofilm batterici sui piani
di lavorazione degli alimenti, infatti, possono rappresentare fonti critiche di contaminazione, essendo
piu resistenti alle procedure di pulizia e disinfezione.

Nell’industria alimentare, la sanitizzazione degli ambienti di lavoro e delle superfici a contatto con gli
alimenti avviene normalmente attraverso 1’utilizzo di composti chimici. Questo approccio, oltre che
essere impattante per I’ambiente, pud promuovere la resistenza batterica e non rivelarsi del tutto
efficace nell’eradicazione del biofilm.

Negli ultimi anni, nell’ottica di un minor utilizzo di sostanze chimiche nelle fasi di detersione e
disinfezione, si sta focalizzando 1’attenzione su sostanze antibatteriche di nuova generazione come i
peptidi antimicrobici (AMPs). Tali molecole fanno parte del sistema immunitario innato degli
organismi superiori e rappresentano la prima linea di difesa contro numerosi agenti patogeni. La scarsa
specificita li rende potenzialmente attivi a concentrazioni relativamente basse contro un largo spettro
di agenti microbici e quindi interessanti per le molteplici possibili applicazioni.

Scopo della tesi ¢ stato la valutazione dell’attivita antimicrobica e anti-biofilm di una molecola di nuova
sintesi, appartenente al gruppo dei peptidi antimicrobici naturali (AMPs) e denominata PEP1. Questo
AMP, ottenuto per sostituzione amminoacidica da IDR 1018 (derivato dalla bactenecina bovina), ha
rivelato una significativa efficienza battericida (MBC 10uM) e di prevenzione del biofilm (MBIC
50uM) contro un ceppo ATCC di riferimento di Listeria monocytogenes e una notevole stabilita in
diverse condizioni ambientali. Nel corso delle sperimentazioni, studi in vitro hanno permesso di
valutare la cinetica di azione di AMP PEPI contro ceppi di riferimento di Staphylococcus aureus (tra
cui uno resistente alla meticillina) e contro un ceppo moderato produttore di biofilm di S. aureus
enterotossigeno isolato da matrice alimentare. Il peptide ha mostrato un’azione rapida e notevole.
Ulteriori ricerche hanno mirato a valutare 1’efficacia di AMP PEP1 anche contro batteri patogeni Gram-
negativi. Salmonella enterica ¢ stata scelta come rappresentativa dell’intero gruppo. Nello studio sono

stati inclusi 44 ceppi appartenenti a tre diverse sottospecie e 35 diversi sierotipi, di cui ¢ stato

1
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determinato anche il profilo antimicrobico. La concentrazione inibitoria minima (MIC) di PEPI ¢
risultata compresa tra 8 e 64 ug/ml, con valori di MIC di 16 pug/ml e 32 pg/ml rispettivamente per il
54% e il 43% dei ceppi oggetto dei saggi. La concentrazione battericida minima (MBC) variava tra 16-
128 pg/ml. Concentrazioni subinibitorie di PEP1 hanno ridotto la formazione di biofilm in alcuni ceppi
inclusi in questo studio. Infine, lo studio si ¢ focalizzato sulla funzionalizzazione del peptide e sulla
valutazione dell’attivita antimicrobica di nanobiocomplessi risultanti dalla coniugazione covalente di
AMP PEPI alla superficie di nanoparticelle ibride polimero-oro (AuNPs), preliminari all’applicazione
del peptide come sanitizzante di nuova generazione nel comparto dell’industria agro-alimentare; come
sperimentalmente verificato, concentrazioni submicromolari di AMP PEP1 bioconiugato ad AuNPs,
uccidono quasi il 100% di batteri patogeni Gram™ e Gram", come Listeria monocytogenes € Salmonella

spp., aprendo la strada a prodotti commerciali economicamente sostenibili.
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CAPITOLO 1 - INNOVATIVE STRATEGIE DI LOTTA CONTRO I PATOGENI DI ORIGINE

1.1 EVOLUZIONE DEI TREND DI CONSUMO ALIMENTARE

Nella societa contemporanea appare sempre piu stretto e vincolante il legame tra le abitudini alimentari
dei consumatori e le esigenze dell’Industria in termini di innovazione tecnologica.

Gli importanti cambiamenti socio-demografici e, conseguentemente, degli stili di vita della
popolazione hanno determinato un graduale, e talvolta radicale, mutamento della domanda di beni
alimentari: ’aumento del numero dei single e delle famiglie mononucleari, insieme alla diminuzione
del tempo disponibile da dedicare alla preparazione dei pasti, infatti, ha costretto 1’industria ad
adeguarsi alle nuove esigenze dei consumatori in fatto di praticita e velocita d’uso. Tale necessita si ¢
tradotta in investimenti sostanziali in Ricerca e Sviluppo (Research and Development, R&D) ¢ in
tecnologie innovative per poter offrire prodotti con un alto valore di servizi, quali cibi e preparazioni
gastronomiche pronte al consumo (ready to eat, RTE).

L’inclinazione a preferire tali tipologie di prodotto si ¢ rafforzata nell’ambito del settore delle carni,
uno dei principali mercati per giro d’affari: nel 2019 ha raggiunto solo nei canali Ipermercati e
Supermercati un fatturato di 5,8 miliardi di euro, per un totale di 685 tonnellate vendute. Se si considera
I’intero mercato della carne (carni rosse, carni bianche e carni rosa), il 2019 presenta un trend in leggero
calo, con volumi venduti sostanzialmente stabili (-0,2%).

Dai dati IRI emerge inoltre il consolidamento della tendenza del consumatore, in atto gia da alcuni

anni, a preferire prodotti elaborati (es. cotolette, hamburger, salsicce, ecc.) a quelli freschi.

364 226 tons
(-0,1%)

Came Suina e Bovina

295 258 tons 68.968 tons
(-0,9%) (+3,29)

| | | | |
102.119 tons

-2.2%

25%
(+13,8%)
E. a peso impasta

135.034 tons

-0.2%
F. Bowina (pi+pi)

56.904 tons
-0 5%

E. 3 peso variabie

Fig. 1.1 Mercato della carne rossa e rosa, 2019.

Fonte: IRI InfoScan Census®, IRI Random Weight®
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{-1,0%)

194 354 tons £1.468 tons
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Elaborata

| | |
5% 12% 88%
(+20,1%) {-3.2%) (+3,1%)

F. a peso imposta

F. a peso vanabile

Fig. 1.2 Mercato della carne bianca, 2019.

Fonte: IRI InfoScan Census®, IRI Random Weight®

Parallelamente, pero, il consumatore mostra anche sempre maggiore attenzione alla tutela della salute:
le richieste di naturalita e freschezza, nonché di funzionalita e trasparenza in etichetta, implicano
I’applicazione di nuovi processi produttivi capaci di garantire alimenti con caratteristiche peculiari,
mantenendo prezzi competitivi senza mai perdere di vista la qualita igienico-sanitaria.

Il comparto agro-alimentare deve necessariamente mostrarsi flessibile per adeguarsi ai nuovi trend di
mercato, attraverso un continuo aggiornamento delle tecnologie produttive in grado di assicurare una
prolungata shelf-life del prodotto, pur nel rispetto della richiesta di alimenti a basso contenuto di additivi
e conservanti.

In questo scenario emerge dell’importanza dell’igiene della produzione e della sanificazione come
momenti di prevenzione del rischio microbiologico, cui prodotti altamente elaborati e pronti al

consumo sono naturalmente esposti.



CAPITOLO 1 - INNOVATIVE STRATEGIE DI LOTTA CONTRO I PATOGENI DI ORIGINE

1.2 I DATI EPIDEMIOLOGICI

La presenza di microrganismi patogeni in un alimento ¢ essenzialmente riconducibile a fenomeni di
contaminazione. Tale condizione puo realizzarsi in diversi momenti del ciclo produttivo, a carico delle
materie prime e degli ingredienti, durante i processi di lavorazione e preparazione per contatto con
superfici, utensili e attrezzature contaminate, nonché nel post produzione, durante il confezionamento,
lo stoccaggio e la distribuzione

La sopravvivenza e la crescita di microrganismi patogeni in un alimento dipendono da fattori intrinseci
alla matrice, quali le sue caratteristiche chimico-fisiche (pH, potenziale redox “rH”, acqua libera “aw”,
ecc.) e la natura della flora batterica saprofita eventualmente presente, nonché da condizioni
estrinseche, quali il tempo, la temperatura e ’ambiente di conservazione o le modalita di preparazione
e somministrazione, specie se condotte con scarse cautele igieniche.

Secondo il Regolamento CE 178/2002 e il Regolamento CE 852/2004, tutte le imprese coinvolte in
operazioni di preparazione, trasformazione, fabbricazione, confezionamento, deposito, trasporto e
vendita degli alimenti, sono tenute ad adottare una procedura di autocontrollo nell’ambito della propria
attivita, allo scopo di garantire la sicurezza igienico-sanitaria degli alimenti.

Data I’ampia gamma di imprese alimentari considerate dal Reg. CE 852/2004, la Commissione Europea
ha redatto delle Linee Guida generali, ispirate ai principi enunciati nel Codex Alimentarius, che
forniscono indicazioni sull’applicazione delle prescrizioni in materia di HACCP (Hazard Analysis
Critical Control Point), che a sua volta presuppone gia attive le buone pratiche igieniche (Good
Hygienic Practices, GHP) nell’ambito delle piu generali norme di buona prassi di produzione (Good
Manifacturing Practices, GMP).

Per proteggere i consumatori, inoltre, I’UE ha adottato un approccio integrato alla sicurezza alimentare
dall’azienda agricola al consumatore finale, che consiste in misure di valutazione, gestione e
comunicazione dei rischi.

Nel 2019 sono tornate a crescere le notifiche trasmesse attraverso il Sistema di allerta rapido per
alimenti e mangimi (RASFF), lo strumento utilizzato dagli Stati membri per scambiarsi allerte e
informazioni sugli alimenti che potrebbero rappresentare un rischio per la salute dei cittadini
dell’Unione.

Stando al rapporto annuale pubblicato dalla Commissione Europea, la prima causa di segnalazione
attraverso il RASFF continua a essere la presenza di microrganismi patogeni: nel 2019 sono state
inviate ben 974 notifiche per contaminazioni microbiche, di cui 575 riguardanti prodotti alimentari

provenienti da Stati membri e 399 da Paesi terzi.
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Nello stesso anno, 1’Italia ha trasmesso attraverso il RASFF un totale di 373 notifiche, pari al 9,3% del
totale, e risulta il quarto Paese membro per numero di segnalazioni inviate dietro Germania, Regno
Unito e Paesi Bassi. La carne e le preparazioni di carne (diversa dal pollame) e la carne di pollo e le
preparazioni di carne di pollo, in particolare, sono stato oggetto rispettivamente di 23 e 22 notifiche

(RASFF 2019).

99

45
42

28 Py . .
17
I .

M Fish And Fish Products (99) Nuts, Nut Products And Seeds (46)
Food Contact Materials (42) M Bivalve Molluscs And Products Thereof (28)
M Fruits And Vegetables (27) M Meat And Meat Products (Other Than Poultry) (23)
B Poultry Meat And Poultry Meat Products (22) M Cereals And Bakery Products (17)
M Herbs And Spices (8) M Crustaceans And Products Thereof (7)

Fig. 1.3 Principali prodotti alimentari/mangimi/MOCA notificati dall Italia.

Fonte Relazione Annuale RASFF 2019

Tra i contaminanti microbiologici, un elevato numero di notifiche ¢ associato a positivita a Sa/monella
spp.; numerose sono risultate essere anche le segnalazioni per Listeria monocytogenes. Tra gli altri, ¢
doveroso segnalare Staphylococcus aureus, patogeno responsabile di una delle tossinfezioni alimentari
piu diffuse al mondo e oggetto di attenzione crescente per la resistenza agli antibiotici mostrata da

alcuni ceppi appartenenti alla specie (methicillin-resistance S. aureus, MRSA).

1.2.1 Salmonella spp.

I batteri del genere Salmonella sono bacilli Gram-negativi, asporigeni e anaerobi facoltativi, mobili per

la presenza di flagelli peritrichi (Nataro et al., 2011). Le pareti cellulari di Sa/monella spp. contengono
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lipopolisaccaridi che vengono liberati dopo la lisi e si comportano come un’endotossina termolabile
con azione pirogenica, responsabile delle tossinfezioni. Condizioni ottimali di crescita sono
rappresentate da una temperatura compresa tra i 35°C e 1 43°C, un pH tra 6.5 ¢ 7.5, una aw pari a 0,84
e una concentrazione salina fino al 4%. (Arvis et al., 2016).

Salmonella ¢ causa di numerosi focolai di tossinfezione alimentare nell’eurozona. Nel 2018 sono stati
segnalati 91.857 casi confermati di salmonellosi nell’'uomo e ben 1.580 focolai derivanti dal consumo
di alimenti contaminati, pari al 30,7% del totale.

I tre sierotipi piu comunemente segnalati (S. Enferitidis e S. Typhimurium, compresa la variante
monofasica) sono responsabili di quasi 1’80% dei casi di Salmonellosi umana nell’UE. Come negli anni
precedenti, i focolai di Salmonellosi sono imputabili principalmente a S. Enteritidis e relazionabili per
quasi il 50% del totale al consumo di uova e prodotti derivati, seguiti dai prodotti di pasticceria e dalle
preparazioni miste. Tale evidenza puo essere spiegata in ragione dell’ampio utilizzo delle uova come
ingredienti nella preparazione di specialita alimentari e del rischio di inadeguata conservazione a
temperature non idonee, piu elevato che per altre categorie di prodotto (EFSA e ECDC, 2019).

Tra 1 prodotti alimentari, tuttavia, il numero piu elevato di campioni positivi al riscontro analitico per
la ricerca di Salmonella ¢ stato registrato in carne di pollame, carni macinate e preparazioni di carni

destinate ad essere cotte prima del consumo (EFSA e ECDC, 2019).

Tab. 1.1 Prevalenza di Salmonella spp. nelle principali categorie alimentari (2014-2018).

2018 2017 2016 2015 2014 D2td
source

Food
Meat and meat products
Mumber of sampled units 417,880 364,979 247,749 183,733 507,116 EF5A
Mumber ot reporting countries 28 28 26 27 24 EF5A
Milk and milk products
Mumber of sampled units 44,078 30,796 24,337 29,034 70,298 EFSA
Mumber ot reporting countries 24 24 24 22 23 EF5A
Fish and fishery products
Mumber of sampled units 17,123 13,507 12,287 11,373 17,053 EFSA
Mumber of reporting countries 22 22 21 22 20 EFSA
Eggs and egg products
Mumber of sampled units 10,611 15,435 10,933 9,650 23,303 EFSA
Mumber ot reporting countries 21 23 20 19 18 EFSA
Fruits and vegetables {and juices)
Mumber of sampled units 10,888 7,579 7,515 6,797 10,372 EF5A
Mumber ot reporting countries 22 25 20 22 22 EF5A

Fonte EFSA, 2019.
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Nel dettaglio, le percentuali piu elevate di positivita a Salmonella spp. sono state rilevate nelle carni
fresche di pollo (7,15%) e di tacchino (7,07%), e prevalentemente in fase di monitoraggio presso il
macello. Per i prodotti elaborati e ready to eat, invece, le positivita sono state riportate principalmente
negli stabilimenti di trasformazione, a dimostrazione che le GMP e le GHP sono determinanti nella

definizione del profilo microbiologico di tali categorie di prodotto.
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Fig. 1.4 Monitoraggio di Salmonella spp. in carne e prodotti derivati, 2018.

Fonte EFSA, 20109.

1.2.2  Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes € un batterio Gram-positivo di forma bastoncellare e di piccole dimensioni (1-
5 mm di lunghezza), acapsulato, asporigeno e mobile per la presenza di flagelli. Sopravvive e cresce in
diverse condizioni ambientali, con ampi intervalli di pH, a concentrazioni di sale anche superiori al
10% e a temperature comprese tra 2°C e 45°C (optimum compreso tra 30°C e 37°C) (Wang et al., 2013;
De Felip, 2001).

Listeria monocytogenes ¢ agente causale di una grave malattia di origine alimentare sotto la
sorveglianza dell’UE, a causa del numero dei ricoveri ospedalieri, dell’elevata morbilita e dell’elevato

tasso di mortalita (15,6%) che la caratterizzano. Dall’avvio della sorveglianza nel 2008, la listeriosi
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umana ha mostrato una tendenza statisticamente significativa al rialzo. Nel 2018, sono stati segnalati
14 focolai di listeriosi di origine alimentare, che hanno causato 158 casi di malattia conclamata
nell’uomo.

Gli alimenti RTE presentano un rischio piu elevato di listeriosi (Henriques et al., 2017), in quanto
destinati ad essere consumati senza ulteriore applicazione di calore. La conservazione a temperatura
controllata, I’acidificazione, la salagione o I’affumicatura, inoltre, non sono sufficienti per il controllo
di Listeria in ragione della sua alta resistenza alle temperature di refrigerazione e congelamento, oltre
che alla variazione di pH, aw e salinita (Raheem, 2016).

Nel 2018, come negli anni precedenti, le categorie alimentari RTE piu campionate per la rilevazione
e/o I’enumerazione di L. monocytogenes sono state la carne e prodotti carnei RTE (37,5% dal totale dei
RTE campionati), seguiti da latte e prodotti lattiero-caseari RTE (36,6%). La presenza notificata di L.
monocytogenes ha oscillato a seconda della categoria alimentare RTE dallo 0,09% per i formaggi a
pasta dura ottenuti da latte pastorizzato fino al 3,1% per la carne bovina RTE (EFSA e ECDC, 2019)

ed ¢ un importante indicatore del livello di rischio nell’UE.

Tab. 1.2 Principali categorie di alimenti RTE campionate nell’ Eurozona (2014-2018).

Data
2018 2017 2016 2015 2014 source
RTE food categories
RTE milk and milk N =159,313; MN=756,428;, N=34850, N=45936, N=68497; EFSA
producks 23 M5 25 M5 26 M5 24 M5 24 M5
RTE meat and meat N =057861, MN=45219; N=25195 N=25239 N=18,720; EFSA
producks 22 M5 24 M5 210 M5 22 M5 21 M5
RTE tish and fishery N=14,081, MN=12,604; N=6601;23 N=7586; 25 N=29,341; EFSA
producks 22 M5 24 M5 MS MS 21 M5
Other RTE tood products N = 25,179; N = 23,915, N=21,085  N=25544;, N=32,126;, EFSA
22 MS 23 MS 22 MS 23 MS 23 M5
RTE toods intended for M= 1,663; 18 N=1462; 20 N = 1,274; 16 N = 1,754; 12 N = 1,233; 10 EFSA
infants and for special Ms Ms M5 M5 M5

medical purposes

Fonte EFSA, 2019.

Il monitoraggio di L. monocytogenes viene effettuato lungo la filiera agro-alimentare, dall’allevamento
alla produzione (macelli, laboratori di sezionamento), fino alla fase di post-trasformazione (vendita al
dettaglio, ristorazione), in ragione del fatto che ciascuna delle fasi puo rappresentare un momento di

contaminazione (Kacaniova et al., 2015).
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Il rischio Listeria per la salute pubblica rappresentato dai RTE dipende dall’efficacia del suo controllo,
che comprende I’attuazione di buone pratiche agricole (Good agricultural practic, GAP), del

programma GMP e del piano HACCP (sanificazione) durante la lavorazione e la vendita.

1.2.3  Staphylococcus aureus

Gli stafilococchi sono batteri Gram-positivi di forma rotondeggiante e di piccole dimensioni,
asporigeni, immobili, aerobi o anaerobi facoltativi. Staphylococcus aureus, capostipite del gruppo, €
tollerante a elevate concentrazioni di sale (NaCl > 10%), cresce in un intervallo di pH tra 4.5 € 9.3, pur
prediligendo la neutralita (pH tra 7.0 e 7.5), in un ampio range di temperature, compreso tra 7°C e
47°C, (optimum 37°C), e a condizioni minime di aw di 0,83 (optimum > 0,99). (ICMSF, 1996).
L’intossicazione alimentare da stafilococco ¢ una delle tossinfezioni pitt comuni al mondo (McCormick
et al., 2001; Hennekinne et al., 2012), spesso relazionabile al consumo di prodotti pronti al consumo
(Diep et al., 2006). S. aureus, infatti, non compete bene con il microbiota indigeno degli alimenti crudi,
per cui la contaminazione ¢ principalmente associata a una manipolazione impropria degli alimenti
cotti o trasformati, seguita dalla conservazione in condizioni che permettono la crescita del patogeno e
la produzione dell’enterotossina.

Nel 2018, il monitoraggio relativo a Staphilococcus spp. ha riportato una prevalenza dell’8,4% su un
totale di 15.598 unita campionarie analizzate; la positivita ¢ stata riscontrata soprattutto in latte e
prodotti lattiero-caseari, carni rosse e bianche, preparazioni gastronomiche, piatti pronti e insalate RTE.
Non ¢ raro ormai I’isolamento di ceppi di S. aureus dotati di resistenza ai farmaci (multidrug-resistant,
MDR) da campioni umani o alimentari associati a focolai d’intossicazione alimentare (Sauer et al.,
2008; Huang et al., 2009; Gharsa et al., 2012; Papadopoulos et al., 2018). Negli ultimi decenni, infatti,
I’uso diffuso e talvolta indiscriminato di antibiotici ha facilitato la comparsa di agenti patogeni
resistenti, come S. aureus meticillino-resistente (MRSA) (Valsangiacomo et al., 2000; Grema et al.,
2015). La prevalenza apparentemente crescente di MRSA negli animali e negli alimenti derivati desta
preoccupazione, in ragione della possibile evoluzione di focolai di tossinfezione in vere e proprie

epidemie (Grontvedt et al., 2016).
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CAPITOLO 2 1°’AZIENDA PARTNER DEL DOTTORATO INDUSTRIALE
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2.1 GRANCARNI SRL

GRANCARNI S.r.l. ¢ una realta produttiva che insiste sul territorio campano, operando nel settore
“Carni e pollame” freschi, con sede legale in Casapulla, provincia di Caserta. L’azienda fa parte di una
holding che ha una storia di oltre 30 anni, con una vision dinamica e orientata in diversi settori, Food e
Non Food.

L’azienda ¢ nata dall’idea del Socio fondatore, che nel 2003 predispose un piccolo laboratorio
produttivo per la realizzazione di preparazioni di carne da distribuire nei reparti macelleria presenti nei
punti vendita (pdv) del gruppo, con I’intento di centralizzare le lavorazioni e standardizzare i processi
al fine di ottenere un prodotto di qualita, microbiologicamente ineccepibile. Il successo di questa
intuizione industriale ¢ la ragione della crescita esponenziale del fatturato e dell’aumento del numero
dei pdv, che ha reso necessaria la conseguente evoluzione del laboratorio di produzione iniziale

nell’attuale stabilimento produttivo.

Fatturato Utile/Perdita

188,64 K

114,02 K

2016 2007 2018 2016

Fig. 2.1 Trend fatturato e utile aziendale. Dati pubblici.

Fonte www.reportaziende.it

Grancarni S.r.l. rappresenta un soggetto imprenditoriale innovativo nel comparto carni, che si
contraddistingue per la volonta di affiancare al tradizionale rapporto di fornitura al trade un modello di
servizio completo, personalizzabile, finalizzato a semplificare il carico operativo sui punti vendita della
grande distribuzione organizzata (GDO) e a snellire i costi di gestione dei prodotti freschi.

Il sistema produttivo Grancarni si basa su una filiera corta, che limita il ricorso a trattamenti
conservativi, € investe in tracciabilita e innovazione tecnologia con I’obiettivo di garantire prodotti al

consumo di elevata freschezza in totale sicurezza, nel pieno rispetto delle normative cogenti.
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L’azienda, d’altro canto, impiega costantemente risorse in Ricerca e Sviluppo per implementare e
rinnovare periodicamente I’assortimento dei prodotti proposti € mantenere alto il livello di attrattivita e
competitivita sul mercato.

Ad oggi, il gruppo opera in due stabilimenti differenti, il primo sito in Pontelatone (CE), riconosciuto
ai sensi del Reg. CE 853/2004 per la lavorazione di carni di ungulati domestici, e il secondo con sede
in Volla (NA), riconosciuto invece per la lavorazione di carni di avicunicoli.

L’organico aziendale ¢ composto da figure a vario titolo competenti e specializzate nel settore, che
partecipano fattivamente allo svolgimento dell’attivita dell’azienda, dalla gestione amministrativa a
quella puramente operativa.

L’attivita svolta da Grancarni S.r.l. consiste in stoccaggio, sezionamento, lavorazione/preparazione e
commercio all’ingrosso di carni delle specie bovina, suina, ovina e caprina, nonché delle carni bianche
di avicunicoli. I prodotti a marchio Grancarni sono principalmente e in massima parte destinati alla
GDO, o altresi venduti ad aziende che effettuano a loro volta commercializzazione diretta o per terzi al
consumatore finale.

Qualunque sia la destinazione finale, alla piattaforma vengono spedite carni fresche in osso, carni
porzionate e confezionate in atmosfera modificata, carni macinate, preparazioni di carne (hamburger,
spiedini, prodotti panati, ecc.) € preparazioni gastronomiche.

In ottemperanza al Reg. CE 1169/2011, inoltre, la presenza di allergeni e la natura e composizione dei
prodotti commercializzati risulta chiaramente e immediatamente comprensibile al consumatore anche

in funzione della grafica utilizzata per il packaging primario.

2.1.1 [Ilocali — Stabilimento di Pontelatone (prov. CE)

Lo stabilimento, pur di non recente costruzione, ma progettato nel rispetto dei requisiti strutturali e
igienico-sanitari previsti dal Reg. 852/2004 CE e Reg. 853/2004 CE, ¢ stato nel tempo adattato e
modificato per rispondere ad esigenze produttive in costante evoluzione.

L’impianto industriale sorge in un’area distante da fonti di contaminazione tali da rappresentare un
potenziale pericolo per la salute dei lavoratori e per 1 prodotti alimentari, ed ¢ strategicamente
posizionato nei pressi di uno svincolo autostradale, in una localitd che offre ottimi collegamenti
logistici.

L’approvvigionamento idrico di acqua potabile e la fornitura di elettricita sono garantiti da fornitori
certificati. I reflui di lavorazione e le acque nere vengono convogliate in un depuratore esterno

dimensionato alla struttura e alle attivita svolte.
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Le pareti interne, che suddividono I’impianto nelle diverse aree operative dedicate, sono costituite da
pannelli coibentati formati da un sandwich di due lamiere preverniciate a fuoco lavabili e sanificabili,
con interposto poliuretano schiumato che consente un’elevata capacita termica.

I pavimenti sono rivestiti da materiale facilmente lavabile e disinfettabile, resistente, impermeabile
all’acqua, antisdrucciolo e privo di soluzioni di continuo, ed ¢ dotato di griglie e pozzetti di raccolta
delle acque sifonati e in acciaio inox. I soffitti e le strutture sono costruiti in modo da evitare accumuli
di sporcizia o di condensa, formazione di muffa o spandimenti di particelle.

Le porte di carico e scarico, costruite con materiale liscio e non assorbente, sono dotate di sistemi di
apertura e chiusura automatica; le porte interne e quelle verso l’esterno sono adeguatamente
dimensionate e protette per prevenire I’ingresso di infestanti.

Tutte le attrezzature e le superfici di lavoro sono costruite in materiale idoneo al contatto con gli alimenti

e facilmente lavabili e sanificabili.
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Fig. 2.2 Planimetria dello stabilimento di Pontelatone (CE)
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Le materie prime, i semilavorati e 1 prodotti finiti non subiscono alcun incrocio e le diverse lavorazioni
possono svolgersi in ambienti dedicati, secondo un layout che garantisce I’unidirezionalita delle
movimentazioni.

Gli impianti di refrigerazione in uso, sia a temperatura negativa che a temperatura positiva, risultano
idonei per potenza e dimensionamento e installati nella sala motori, dove trovano posto anche le caldaie
per il riscaldamento dell’acqua per le operazioni di pulizia e sanificazione. I locali di produzione sono
adeguatamente refrigerati attraverso sistemi di evaporazione che assicurano una temperatura controllata
inferiore ai 12°C. Tutte le aree e le celle di stoccaggio risultano munite di idonei indicatori di
temperatura (display luminosi) collegati a un software per il controllo costante e in remoto delle
temperature; un sistema di alert informatizzato consente di intervenire prontamente qualora si registri
’interruzione della catena del freddo.

I locali di lavoro sono dotati di un sistema di trattamento dell’aria (UTA) e di ventilazione, che
permettono la filtrazione e il rinnovo dell’aria; ogni ambiente, inoltre, risulta adeguatamente illuminato
e di facile ispezione.

Nei locali di lavoro sono presenti dispositivi per la sanificazione delle mani e delle attrezzature, in
numero congruo alle attivita previste e al personale impiegato.

Presso ogni postazione lavorativa sono presenti sterilizzatori elettrici ad acqua per i coltelli dotati di
termometro per il controllo periodico delle temperature di esercizio.

I servizi igienici e lo spogliatoio sono adeguatamente dimensionati per il personale in servizio,
facilmente accessibili e dotati di armadietti, docce, erogatori di sapone liquido, acqua calda e fredda,
asciugamani elettrici e bidoni per la raccolta di eventuali piccoli rifiuti.

In prossimita dei servizi sono stati apposti cartelli che richiamano la necessita del lavaggio delle mani

dopo 1’uso dei servizi igienici e prima del ritorno al lavoro.

2.1.2 Il ciclo operativo

Grancarni S.r.l. seleziona accuratamente le materie prime e si rivolge solo a fornitori qualificati,
riconosciuti €/o autorizzati; la programmazione degli ordini in base alle previsioni di lavoro agevola il
controllo sulle merci in ingresso e la gestione delle giacenze di magazzino, perché si possa disporre
sempre di prodotti in condizioni di freschezza.

Il controllo delle merci allo scarico ¢ un momento cruciale del ciclo operativo industriale, poiché

permette di valutare tanto la corrispondenza all’ordine, quanto I’idoneita dei prodotti in ingresso nello
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stabilimento in base agli standard qualitativi fissati dall’azienda. A questo scopo, parallelamente al
controllo della documentazione di accompagnamento ai prodotti (documenti commerciali e di
trasporto, tracciabilita, ecc.), viene verificata la temperatura del vano di carico dell’automezzo con
termometro a infrarossi e la temperatura al cuore della carne con termometro a sonda. La merce ¢
considerata idonea se, al momento dello scarico, la temperatura al cuore non supera i +7°C per le
carcasse bovine, suine, ovi-caprine e i + 3°C per le frattaglie.

Contestuale al rilevamento della temperatura ¢ anche il controllo dello stato igienico dell’automezzo,
che mira a valutare la presenza di condizioni indice di scarsa pulizia (macchie persistenti,
insudiciamenti, residui di alimenti deperibili) e/o di promiscuita di trasporto con prodotti non
compatibili.

Le materie prime non soggette a disposizioni particolari di temperatura (additivi, aromi, ecc.) sono
scaricate in un’area dedicata; in questo caso, il controllo ¢ diretto a valutare 1’integrita delle confezioni,
la conformita dell’etichettatura, la data di scadenza e la corrispondenza dei lotti per la corretta gestione
della tracciabilita.

Superati i controlli allo scarico, le materie prime in ingresso vengono registrate sul software gestionale
SEUROP, studiato e progettato per rispondere alle esigenze delle industrie che operano nel settore delle
carni. Il supporto informatico garantisce la tracciabilita, e conseguentemente a ritroso la rintracciabilita,
delle materie prime e il controllo della loro movimentazione (dalle lavorazioni interne allo stabilimento
alla consegna), nonché la corretta gestione delle giacenze.

Adeguatamente identificati mediante apposizione/punzonatura di etichette, i prodotti in ingresso
vengono divisi per categoria merceologica e stoccati nelle rispettive celle o aree di conservazione, per
essere poi successivamente avviati alle operazioni di sezionamento, lavorazione e confezionamento.
Tutte le operazioni seguono il procedimento dell’avanzamento orizzontale e i rischi relativi alla
contaminazione crociata sono contenuti con la separazione delle lavorazioni nel tempo e/o nello spazio,
grazie alla preventiva suddivisione degli ambienti di lavoro in aree produttive dedicate:

- Area di sezionamento e disosso bovino/ovino

- Area di sezionamento e disosso suino

- Area di produzione di preparati

- Area di produzione di prodotti panati

- Area di confezionamento.

Un’attenzione particolare ¢ dedicata alle linee dei prodotti elaborati e di gastronomia, in ragione
dell’elevata manualita richiesta per la produzione. Tali preparazioni prevedono 1’utilizzo di materie

prime che hanno gia subito precedenti manipolazioni (carni macinate, tagli di carne). Gli additivi, le
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spezie e gli ingredienti di farcitura vengono preparati e miscelati in locali dedicati e quindi trasferiti
nell’aree di produzione all’interno di contenitori chiusi, con coperchio, opportunamente etichettati, per
contenere il rischio di eventuali cross contaminazioni. Le proporzioni sono indicate da ricette standard
inserite nel sistema gestionale, che consente di verificare in tempo reale lo scarico dal magazzino e i
bilanci di massa dei lotti di produzione.

Tutti 1 prodotti finiti vengono infine trasferiti in un’area adibita al confezionamento e all’etichettatura

e quindi stoccati in una cella frigo, in attesa del picking e della spedizione.
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Fig. 2.3 Diagramma di flusso del ciclo operativo aziendale
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2.2 ATTIVITA SVOLTA DURANTE IL PERIODO AZIENDALE

Le attivita svolte durante il periodo di permanenza in Impresa si inseriscono nel novero di quelle gia
sotto la responsabilita del Controllo Qualita e si inquadrano nel pit ampio campo d’azione del Sistema
di Gestione della Qualita stessa, che le aziende strutturate come Grancarni S.r.l. istituiscono e
mantengono per conseguire 1’ineccepibile sicurezza dei prodotti finiti.

Nell’ambito del processo produttivo, il controllo della qualita si esplica in mansioni e adempimenti
obbligatori previsti dalle normative cogenti, nonché dai requisiti specifici indicati dagli standard di
certificazione volontaria. Tali attivita, in particolare, comprendono lo studio dei layout degli ambienti
e dei flussi, la valutazione delle procedure e delle istruzioni operative definite nel Manuale di
Autocontrollo aziendale, e il monitoraggio periodico e puntuale dei punti critici di ciascun processo
cosi come individuati dal Piano HACCP.

La conoscenza delle tecnologie produttive e I’indipendenza operativa acquisita nel corso
dell’esperienza sul campo hanno offerto all’ Azienda, gia in fase di espansione sul mercato della GDO,
la possibilita di allargare le proprie prospettive con la creazione di un team di R&D per la progettazione
di nuove referenze in linea con I’evoluzione delle richieste del consumatore riguardo alimenti ready to
cook (RTC) e ready to eat (RTE).

Il team, composto da figure a vario titolo competenti, ha potuto contare sull’apporto di conoscenze
tecniche e sull’approccio scientifico-universitario nella delicata fase di creazione di nuove referenze e
di sviluppo e implementazione delle procedure operative per la loro realizzazione.

Tra le attivita di supporto, in tal senso, si annoverano la qualifica dei fornitori di materie prime, la
verifica dell’idoneita all’uso di ingredienti e additivi secondo i dettami normativi cogenti, la
standardizzazione delle fasi di produzione, lo studio delle modalita di confezionamento, la
determinazione della durabilita del prodotto sottoposto a stress fest e la validazione della sicurezza del
prodotto finito attraverso analisi del profilo microbiologico (Reg. CE 2073/05).

In sede di valutazione dei rischi connessi alla produzione sperimentale di prodotti RTE, il team per la
sicurezza alimentare ha implementato 1’insieme delle procedure preesistenti, dedicando particolare
attenzione alla formazione del personale impiegato, all’innovazione delle tecnologie produttive e
conservative, oltre che ai protocolli di pulizia e sanificazione.

Il contributo della qualita ¢ imprescindibile per assicurare 1’affidabilita, la garanzia e la sicurezza che
il consumatore ricerca oggi nei prodotti RTE. La qualita dimostra in questo senso tutta la sua valenza
economica: pur richiedendo onerosi investimenti iniziali, infatti, sa assicurare nel tempo il successo
dell’Azienda in termini di fatturato grazie al miglioramento dell’efficienza dei protocolli di

sanificazione, delle performance produttive e della visibilita del marchio, con conseguente riduzione
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degli scarti, dei reclami e delle contestazioni. Il confronto diretto e giornaliero con la realta
imprenditoriale ¢ all’origine dell’acquisizione di competenze tecniche e operative essenziali per la
valutazione delle potenzialita applicative di strategie innovative di sanificazione nell’industria

alimentare, oggetto della parte sperimentale del dottorato.

21



CAPITOLO 2 - INNOVATIVE STRATEGIE DI LOTTA CONTRO I PATOGENI DI ORIGINE

2.3 PRINCIPI DI SANIFICAZIONE NELL’INDUSTRIA ALIMENTARE

La normativa europea in materia di sicurezza alimentare ¢ estremamente rigorosa nella garanzia della
salute del consumatore rispetto alle malattie a trasmissione alimentare.

L’articolo 4 del Regolamento CE n. 852/2004 sull’igiene dei prodotti alimentari impone agli operatori
del settore alimentare (OSA) di rispettare i requisiti generali in materia d’igiene di cui agli allegati I e
II del Regolamento, integrati da requisiti specifici in materia di igiene per gli alimenti di origine
animale, previsti dal Regolamento CE n. 853/2004. In un contesto internazionale di standard qualitativi,
tali requisiti costituiscono 1 cosiddetti programmi di prerequisiti.

Per programmi di prerequisiti (prerequisite program, PRP) si intendono tutte le prassi e condizioni di
prevenzione necessarie prima e durante I’attuazione del sistema HACCP, che sono quindi essenziali
per la sicurezza alimentare. I PRP dipendono dal segmento della filiera alimentare in cui opera
I’impresa e dal tipo di settore. Esempi pratici sono selezione corretta delle materie prime, monitoraggio
dell’aria e dell’acqua, manutenzione delle apparecchiature e tarature e le operazioni di sanificazione,
tutte procedure pre-operative che, se eseguite correttamente, servono a garantire il successo della
produzione (Gazzetta Ufficiale dell’Unione Europea, 30.7.2016).

Al fine di garantire la sicurezza degli alimenti in fase di produzione ¢ essenziale che nell’industria
agroalimentare sia assicurata la piena e costante adesione alle pratiche igieniche e alle procedure di
sanificazione, come richiesto dalla normativa e quindi definito nei manuali di buona prassi igienica di
settore e nei piani HACCP aziendali.

La sanificazione comprende operazioni di pulizia e disinfezione che vanno intese come un insieme di
attivita interconnesse tra di loro.

Per definizione, la sanificazione ¢ un “complesso di procedimenti e operazioni atti a rendere sani
determinati ambienti mediante I’attivita di pulizia e/o di disinfezione e/o di disinfestazione ovvero
mediante il controllo e il miglioramento delle condizioni del microclima per quanto riguarda la
temperatura, I’'umidita e la ventilazione ovvero per quanto riguarda I’illuminazione e il rumore” (DM
7 luglio 1997, n. 274).

La sanificazione prevede tutti quei trattamenti di natura fisica e chimica che sono effettuati affinché
una superficie risulti pulita fisicamente, ossia priva di sporco visibile, chimicamente, cio¢ priva di
residui di sostanze utilizzate nel trattamento, e microbiologicamente, cio¢ il numero e il tipo di
microrganismi inizialmente presenti siano ridotti a un livello accettabile. E utile precisare che non sono
presenti limiti normativi in merito alla contaminazione microbiologica delle superfici e che il
legislatore ha previsto unicamente che “gli operatori del settore alimentare che producono alimenti

pronti, i quali possono sviluppare Listeria monocytogenes e presentare pertanto un rischio per la salute
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pubblica, procedono nell’ambito del loro piano di campionamento al prelievo di campioni dalle aree di
lavorazione e dalle attrezzature per la ricerca di Listeria monocytogenes”. (art. 5 paragrafo 2 del Reg.
CE 2073/2005).

La letteratura scientifica propone, tuttavia, standard di riferimento per verificare la corretta
sanitizzazione delle superfici. Tali limiti generalmente non superano le 50 UFC/cm? per la carica
batterica mesofila aerobica e 1 UFC/cm? per gli altri indicatori (streptococchi fecali) (Nortje et al.,
1990; Orefice, 1984; Patterson, 1971, Solberg 1990; Sveum, 1992), su superfici post sanificazione.
Viceversa, 1 valori limite della carica microbica oltre 1 quali si puo avere un peggioramento della qualita
dell’alimento e una sua maggiore deteriorabilita hanno ordini di grandezza pari a 10*- 10° UFC/cm?

(Orefice et al., 1988).

2.3.1 1l piano di sanificazione

Il successo del piano di sanificazione dipende da un’attenta valutazione del rischio specifico, che deve
tener conto di variabili dipendenti dal segmento industriale in cui si opera. Il tipo di sporco, le
caratteristiche e la temperatura dell’acqua, i prodotti chimici impiegati, la durata del lavaggio, la
turbolenza delle soluzioni, 1 materiali costitutivi di attrezzature e impianti sono tutti fattori che
condizionano I’efficacia e I’attuabilita delle procedure di pulizia e disinfezione, che, proprio per questo,
non sono universalmente applicabili in tutto il comparto alimentare.

Una volta pianificato, il programma di sanificazione deve essere rigorosamente attuato ed
efficacemente monitorato. La corretta applicazione delle procedure di pulizia e disinfezione non puo
prescindere dalla formazione del personale addetto alla sanificazione in fatto di proprieta e modalita
d’uso dei composti detergenti e disinfettanti, nonché di funzionamento e manutenzione delle
attrezzature in forza all’azienda.

Il piano di sanificazione consta di fasi in successione.

La detersione consiste nella rimozione e nell’allontanamento dello sporco e dei microrganismi in €sso
presenti, a cui consegue una riduzione della carica microbica contaminante. Il risultato dell’azione di
detersione dipende da alcuni fattori, quali azione meccanica (es. sfregamento), azione chimica
(detergente), temperatura e durata dell’intervento. La scelta del detergente, oltre che funzionale al tipo
di sporco (organico o inorganico) ¢ dipendente dalle attrezzature per la sanificazione in uso e dalle
superfici da trattare, deve tenere in considerazione le caratteristiche intrinseche del prodotto, quali il

potere emulsionante e disperdente e la capacita di operare con acque di diversa durezza.
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La disinfezione riguarda il “complesso di procedimenti e operazioni atti ad abbattere la carica microbica
di un ambiente, superficie o strumento”. I fattori che possono influenzare il risultato finale
dell’operazione sono I’efficacia dell’azione di detersione, la completezza dell’azione di risciacquo, la
natura e la concentrazione del disinfettante, nonché il tempo di contatto e il suo spettro d’azione.

Il risciacquo intermedio alle fasi consente di eliminare eventuali residui di sporco e di detergente,
preparando al meglio le superfici per la disinfezione, mentre il risciacquo finale consente
I’allontanamento di eventuali residui di soluzione disinfettante, evitando la possibilitd di contatto
diretto fra il prodotto chimico e quello alimentare. L’asciugatura con aria compressa e/o carta
assorbente monouso, infine, eliminando 1’'umidita residua dalle superfici, riduce il rischio relativo alla

proliferazione di microrganismi eventualmente sopravvissuti al trattamento (Butts, 2003).
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Tab. 2.1 Esempio di procedura di sanificazione.

Fase Prodotti Concentrazione T° Tempo Note

Frequenza giornaliera

Preparazione Coprire le parti delicate e
quelle elettriche

Rimozione dallo Staccare i residui grossolani

sporco di lavorazione con ’ausilio

grossolano di spazzole o raschietti

Prerisciacquo Acqua potabile 20-60°C Risciacquare tutte le

superfici. Sulle superfici
verticali indirizzare il getto
d’acqua dall’alto verso il

basso
Detersione alcanina Detergente 2,0-5,0% 20-60°C 15min  Applicare il detergente con il
schiumogeno sistema a media pressione.

Per superfici verticali
procedere dall’alto verso il
basso. Dopo I’applicazione
lasciare agire per 10-15

minuti
Risciacquo Acqua potabile 20-60°C Rimuovere sporco e detergente
intermedio risciacquando tutte le superfici
Sanitizzazione Sanitizzante a base  1,0-3,0% 20-60°C 15min  Applicare con il sistema a
di acido peracetico media pressione. Per

superfici verticali procedere
dall’alto verso il basso.
Lasciare agire per 10-15
minuti

Risciacquo finale ~ Acqua potabile 20-60°C Rimuovere sporco e
detergente risciacquando
tutte le superfici

Controllo del Controllare visivamente tutti

lavaggio i punti e le aree critiche
trattate. Ripetere la
procedura se necessario

Frequenza Secondo necessita, in sostituzione della detersione alcalina

Detersione acida  Detergente 2,0-5,0% 20-60°C 15 min Applicare con il sistema a
antincrostante media pressione. Per
schiumogeno superfici verticali procedere

dall’alto verso il basso.
Lasciare agire per 10 — 15
minuti. L’impiego regolare
previene la formazione di
incrostazioni

Fonte Ecolab S.r.l. - Food & Beverage, Italia.

25



CAPITOLO 2 - INNOVATIVE STRATEGIE DI LOTTA CONTRO I PATOGENI DI ORIGINE

2.3.2  Monitoraggio e validazione del piano di sanificazione

La verifica della corretta applicazione della procedura di sanificazione consiste in un controllo visivo

pre-operativo, effettuato quotidianamente a inizio turno produttivo; tale ispezione, tuttavia, ha il limite

di non poterne misurare I’effetto. La determinazione dell’efficacia, infatti, richiede una validazione

periodica mediante programma di monitoraggio microbiologico ambientale, finalizzato alla

valutazione analitica quantitativa (UFC/cm?) per gli indicatori di igiene di processo e qualitative

(presenza/assenza) per 1 patogeni ricercati, tipici dell’industria alimentare (Sveum et al., 1992).

La validazione del processo di pulizia e disinfezione viene eseguita periodicamente secondo il piano di

campionamento, che prevede ’esecuzione di analisi a rotazione su superfici prima e dopo le operazioni

di sanificazione, al fine di verificare I’effettivo abbattimento delle cariche microbiche.

Un buon monitoraggio presuppone il campionamento nel punto piu suscettibile alla contaminazione

sulle superfici piu problematiche per proprieta e permeabilita del materiale e condizioni di

manutenzione (Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, 2019).

I parametri microbiologici usati per comprendere I’effettiva efficacia della sanificazione sono:

- carica batterica mesofila, coliformi totali e fecali, E.coli, streptococchi fecali, Staphilococcus.
aureus, intesi come indicatori di buone pratiche igieniche (ICMSF, 1986; Mossel D.A.A., 1989;
OMS, 1976), e Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, come patogeni.

- carica batterica mesofila aerobia allo scopo di avere un quadro 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 (ICMSF, 1986; Orefice, 1984).

- Coliformi, al duplice scopo di avere un utile criterio di confronto e di valutazione da un lato della
loro capacita (e in via deduttiva degli enterobatteri) di impiantarsi, sopravvivere e moltiplicarsi
nelle condizioni offerte dagli ambienti in esame e dall’altro per ottenere informazioni di massima
sulle condizioni igieniche (Orefice, 1984).

- E. coli, in quanto indicatore di originaria derivazione fecale e potenziale patogeno (OMS, 1976).

- Streptococchi fecali in relazione alla loro riconosciuta maggiore resistenza di sopravvivere in
condizioni ambientali difficili (OMS, 1976), e come indicatori di contaminazione ambientale e
fecale (Cantoni et al., 1984).

- Staphylococcus aureus nel suo duplice ruolo di indicatore di buone pratiche di pulizia e di
potenziale patogeno (OMS, 1976).

- Salmonella spp. quale patogeno enterico a larga diffusione specie negli alimenti di origine animale.
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2.4 PROCEDURE DI SANIFICAZIONE AZIENDALI

Le attivita di pulizia e disinfezione (Cleaning and disinfection, C&D) dell’impianto e delle attrezzature
della Grancarni S.r.l. sono delegate a una ditta esterna, autorizzata e specializzata in sanificazione
nell’industria alimentare, che opera quotidianamente al termine delle lavorazioni.

La scelta dei detergenti e dei sanificanti, utilizzati secondo le modalita descritte dal produttore
(concentrazione d’uso, tecnica di aspersione, tempi di attesa prima del risciacquo, stoccaggio, ecc.), €
supportata dalla consulenza tecnica dell’azienda fornitrice e basata su considerazioni quali le
caratteristiche chimico/fisiche dello sporco, la natura delle superfici da trattare, il tipo di attrezzatura a
disposizione per le operazioni di C&D, il numero degli operatori in forza alla ditta e i tempi e la facilita
d’impiego.

Il regolamento aziendale prescrive che, al termine delle attivita produttive, gli operatori predispongano
1locali e le attrezzature all’intervento degli addetti alla sanificazione, riponendo in aree dedicate utensili
e macchinari che non si prestano al lavaggio con sistemi ad alta pressione.

Le operazioni di C&D hanno inizio dopo la messa in sicurezza dei quadri elettrici e delle prese di
corrente, opportunamente coperti con teli di plastica, allo scopo di preservarne I’integrita funzionale.
L’allontanamento dello sporco grossolano (ritagli, grasso, ossa e altri scarti) dalle superfici di lavoro,
dai pavimenti e dalle pareti ¢ essenziale e indispensabile per il successo dell’intera procedura, e avviene
per mezzo di lance ad alta pressione e/o, manualmente, con spazzole e scope. Raccolti i residui
all’interno di contenitori per lo smaltimento dei sottoprodotti di O.A. di Cat.3, gli operatori procedono
con il prelavaggio di tutte le superfici con acqua a temperatura media di 55°C a bassa pressione. La
soluzione detergente viene applicata con un tubo schiumogeno perché aderisca alle pareti e alle
superfici; la schiuma viene lasciata in posa per il tempo indicato nella scheda tecnica e quindi
allontanata con abbondante risciacquo. Segue la fase di disinfezione, che viene effettuata nebulizzando
un disinfettante autorizzato a base alcolica, lasciato poi agire come da indicazioni del produttore. Al
termine, con un secondo risciacquo con acqua a temperatura ambiente, si allontana la soluzione
disinfettante e si procede con la verifica visiva di eventuali tracce di sporco residuo, prima di terminare
la procedura con I’asciugatura delle apparecchiature con aria compressa, dei pavimenti con i tira acqua
e delle superfici con carta assorbente monouso.

Con cadenza settimanale, allo scopo di limitare il rischio legato alla resistenza microbica ai biocidi
chimici, ¢ stato previsto I’impiego di un disinfettante a base di sali di ammonio quaternario, mentre per

un’azione mirata alla distruzione del biofilm, mensilmente, viene applicata una procedura di C&D
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alternativa a quella ordinaria, che prevede 1’utilizzo di un detergente ecologico a formulazione
trienzimatica schiumogena a base di proteasi, amilasi e lipasi.

Per prevenire e contrastare la contaminazione ambientale da batteri, spore, muffe e lieviti una volta al
mese ¢ secondo quanto previsto dal piano di sanificazione, inoltre, si procede con un trattamento
intensivo con capsule fumiganti a base di ortofenilfenolo. Grazie agli eccipienti fumiganti, il principio
attivo puo diffondersi uniformemente in ogni angolo dell’impianto, neutralizzando i microrganismi
sospesi e distruggendo, dopo sedimentazione, quelli presenti sulle superfici.

L’evidenza dell’effettiva esecuzione delle operazioni di C&D viene registrata dal personale addetto
alla sanificazione su Moduli allegati al Manuale di Autocontrollo e monitorata dal Responsabile del
Controllo Qualita aziendale.

L’efficacia delle procedure di sanificazione viene accertata su base semestrale, come previsto dal piano
di campionamento. L’esito favorevole delle analisi su tampone superficiale/ambientale, certificato dal
rapporto di prova, permette la validazione dell’intero processo. Il mancato rispetto degli standard
microbiologici indicati dalla letteratura per le superfici, eventualmente associato al superamento dei
limiti previsti dal Reg. CE 2073/2005 e s.m.i. impone 1’apertura di una non conformita e 1’adozione di
misure correttive e interventi straordinari e approfonditi di sanificazione, volti alla risoluzione della

problematica riscontrata.

2.4.1 Procedura straordinaria di sanificazione con glutaraldeide

La gestione di un episodio di non conformita riscontrata a causa dell’isolamento di Salmonella spp.
durante la validazione periodica del processo di sanificazione, ha richiesto la ricerca di una procedura
per 'implementazione del sistema in uso. Consultati i tecnici dell’azienda fornitrice, ¢ stata effettuata
una prova di disinfezione straordinaria con glutaraldeide. La verifica analitica ha confermato I’efficacia
del trattamento sperimentale, giustificando 1’adozione permanente di questo potente disinfettante per
operazioni periodiche di sanificazione ambientale.

La glutaraldeide ¢ un disinfettante liquido incolore, di odore caratteristico € pungente, poco aggressivo
sui materiali; ¢ miscelabile con acqua e alcol e viene solitamente impiegata in ambito sanitario in
soluzioni a concentrazione del 2% per sfruttarne 1’azione biocida contro spore, virus, funghi e batteri,

pur contenendo il rischio tossico associato all’irritazione delle mucose oculari e respiratorie.
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Il trattamento con la glutaraldeide, procedurato nei minimi dettagli, viene effettuato al termine delle
consuete operazioni di sanificazione da un operatore specificamente formato ed equipaggiato degli
idonei dispositivi di protezione individuale (tuta, maschera facciale con filtri per polveri sottili, guanti).
L’attrezzatura richiesta per il trattamento ¢ composta da una valigetta contenente:

- un serbatoio, all’interno del quale viene introdotta la soluzione al 2% di glutaraldeide;

- una consolle di comando per la regolazione dei parametri di pressione e velocita di erogazione;

- un gruppo di nebulizzazione, costituito da due tubi che convogliano aria compressa ¢ soluzione

disinfettante, in un unico getto, attraverso sottilissimi ugelli.

Fig. 2.4 Attrezzatura per il trattamento con nebbia secca.

L’erogazione della soluzione disinfettante sfrutta il principio fisico della micronizzazione a freddo per
la formazione di una nebbia secca e impalpabile, composta da particelle del diametro di 7-8 micron,
che rimbalzano sulle superfici senza bagnarle. La nebbia diffonde rapidamente in tutti gli ambienti di
produzione, ad esclusione delle celle in cui sono stoccati 1 prodotti alimentari, € rimane in sospensione
fino a 12 ore, distribuendosi in maniera uniforme all’interno della struttura e bonificando le superfici.

Il trattamento viene pianificato, solitamente, in corrispondenza del fine settimana per poter disporre del
maggior tempo di azione possibile. Per eliminare gli effetti nocivi derivati dai fumi di glutaraldeide e
consentire agli operatori un accesso in sicurezza ai locali di produzione, la struttura deve essere
necessariamente arieggiata, mettendo in funzione il sistema UTA e aprendo tutti gli aditi verso

I’esterno.

29



CAPITOLO 3 - INNOVATIVE STRATEGIE DI LOTTA CONTRO I PATOGENI DI ORIGINE

CAPITOLO 3 LA RESISTENZA BATTERICA AI BIOCIDI
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3.1 RESISTENZA BATTERICA AI DISINFETTANTI CHIMICI

La diffusione della resistenza batterica ¢ un fenomeno in crescita in tutto il mondo, in gran parte
attribuibile all’uso improprio e/o all’abuso di antibiotici e disinfettanti (Bragg et al., 2014; Roca et al.,
2015).

Esistono molte definizioni di resistenza ai biocidi (antisettici e disinfettanti), alcune delle quali
considerano anche solo una piccola diminuzione della suscettibilita della flora contaminante alla loro
azione (Maillard et al., 2013, Maillard 2007, Chapman et al., 1998; Cloete, 2003). Cio contrasta con la
definizione di resistenza riferita agli antibiotici chemioterapici, ossia a quel fenomeno naturale
biologico di adattamento proprio di alcuni microrganismi, che acquisiscono la capacita di sopravvivere
o di crescere in presenza di una concentrazione di un agente antibatterico generalmente sufficiente a
inibire o uccidere microrganismi della stessa specie (Brauner et al.,2016). Con i biocidi vengono
piuttosto utilizzati termini ed espressioni quali “resistenza”, “tolleranza”, ‘“suscettibilita ridotta” e
“insensibilita”, ma ¢ giusto affermare che, da un punto di vista prettamente pratico, un batterio che
sopravvive a un biocida ¢ resistente a quel prodotto qualunque sia la sua concentrazione.

Oltre che nelle strutture sanitarie, i biocidi sono ampiamente utilizzati in ambito industriale e domestico
per disinfettare, igienizzare, sterilizzare e preservare superfici e materiali a contatto con gli alimenti
dalla contaminazione microbica (Kim et al., 2018b). Cio rende allarmante il fatto che la resistenza ai
disinfettanti stia crescendo a un ritmo tanto rapido (Bragg et al., 2014; Wassenaar et al., 2015) da
giustificare la definizione di “malattia globale emergente” con cui ¢ stata descritta (Roca et al., 2015).
Le procedure di pulizia e disinfezione e 1’uso dei biocidi sono di fondamentale importanza per la
riduzione della contaminazione microbica negli impianti di produzione alimentare (Bragg et al., 2018).
L’igiene dei locali e delle attrezzature, infatti, ¢ una condizione essenziale, almeno quanto il ricorso a
una materia prima di buona qualita, per ottenere un prodotto ineccepibile dal punto di vista igienico-
sanitario (Bragg et al., 2018). Cio soprattutto in considerazione dei volumi produttivi elevati e della
richiesta del consumatore di cibi sani, poco lavorati, nutrienti € quanto piu possibile privi di additivi
(Moodie et al., 2013; Fardet, 2016; Condell et al., 2012).

La maggior parte dei biocidi ha piu di un sito target (Denyer, 1995; Russell e Chopra, 1990; Poole,
2002); tuttavia, a basse concentrazioni o esposizioni inappropriate, 1’azione antimicrobica puo essere
limitata a uno solo dei bersagli (Hugo, 1967; Russell e Maillard, 2000). In condizioni come questa ¢
facile che il batterio metta in atto una via metabolica alternativa o sistemi di protezione, vanificando
I’effetto del biocida e sviluppando resistenza (Hugo, 1967).

Lo sviluppo di resistenza batterica ai biocidi pud essere favorito, ad esempio, dall’utilizzo di

disinfettanti a concentrazioni errate (subletali) e/o per un tempo di esposizione insufficiente
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(Muhterem-Uyar et al., 2015), considerando che per alcune molecole 1’efficacia (calcolata in termini
di tasso di riduzione della carica microbica) ¢ direttamente proporzionale alla durata del contatto con
le superfici da sanificare e che un’eradicazione incompleta, oltre a comportare fenomeni di resistenza
sul lungo periodo, determina un rischio immediato di ricolonizzazione delle superfici trattate (Cerf et
al., 2010).

L’efficacia dei biocidi ¢ influenzata anche dalla stabilita nell’ambiente dei principi attivi, dalla
temperatura del mezzo in cui agisce (acque di lavaggio), nonché dalla presenza di residui di lavorazione
come esito di una preliminare fase di detersione non correttamente eseguita.

I residui di lavorazione, oltre a rappresentare un’ovvia fonte di ricontaminazione, riducono 1’efficacia
dei biocidi per via dell’interazione chimica con la frazione proteica; la componente lipidica, in piu, pud
creare zone impermeabili alle soluzioni disinfettanti, all’interno delle quali possono sopravvivere e
selezionarsi ceppi batterici resistenti, favorendo la formazione di nicchie biologiche e biofilm (Cerf et
al., 2010).

Infine, la presenza di residui di lavorazione ¢ problematica anche nella misura in cui determina un
ostacolo allo scolo delle acque di risciacquo: ’uso di sistemi di pulizia idraulici ad alta pressione,
infatti, in condizioni di deflusso rallentato, pud provocare la dispersione di particelle di aerosol dalle
acque di drenaggio, evidentemente contaminate, contribuendo alla diffusione incontrollata dei
microrganismi negli ambienti di lavorazione (Thévenot et al., 2006).

La resistenza batterica ¢ stata studiata in vitro contro diverse classi chimiche, inclusi i fenoli (Triclosan)
(Sasatsu et al., 1993; Curiao et al., 2015), biocidi cationici (clorexidina, composti di ammonio
quaternario) (Adair et al., 1971; Romao et al., 2005), isotiazolinoni (Winder et al., 2000) e biocidi piu
reattivi come gli iodofori (O’Rourke et al., 2003), agenti alchilanti (glutaraldeide) (Griffiths et al., 1997;
Nomura et al., 2004) e diversi composti ossidanti (Martin et al., 2008; Dukan e Touati, 1996).

La resistenza ai biocidi puo essere intrinseca o acquisita, ma comunque geneticamente determinata, e
puo essere associata a fattori quali permeabilita di membrana, attivita delle pompe di efflusso, Capacita

di formazione di biofilm e di degradazione enzimatica (Nikaido, 2003; Poole, 2007; Pu et al., 2016).

3.1.1 Meccanismi di resistenza intrinseca

La resistenza intrinseca ¢ definita come quella proprieta naturale (innata) geneticamente determinata di
un microrganismo che gli consente di minimizzare o annullare I’azione di un biocida.
L’efficacia dei biocidi a parita di condizioni di applicazione e utilizzo, infatti, varia notevolmente tra i

batteri, alcuni dei quali possono essere intrinsecamente resistenti; considerando la variabilita
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intraspecifica, inoltre, 1’azione battericida di questi composti pud differire anche tra ceppi diversi della

stessa specie.

Permeabilitd di membrana

Affinché un agente biocida raggiunga i suoi siti target (costituenti citoplasmatici, sistemi enzimatici,
acidi nucleici, ecc.), deve essere in grado di attraversare gli strati cellulari esterni; tali strutture possono
agire fisicamente come una barriera, limitando la quantita di biocida che entra nella cellula. I batteri
Gram-negativi sono generalmente piu tolleranti dei Gram-positivi agli agenti antibatterici e ai biocidi
(Russell e Gould, 1988; Russell e Chopra, 1990) in virtu della composizione della membrana esterna
(Nikaido e Vaara, 1985; Gilbert et al.,1990). Tale struttura ¢ impermeabile alle macromolecole e
permette solo una limitata diffusione di sostanze idrofobe attraverso la sua superficie ricoperta di
lipopolisaccaride (LPS), mentre i canali transmembrana consentono il passaggio solo di piccoli
composti idrofili (Nikaido, 1985; Nikaido, 1989; Nikaido e Vaara, 1985). Poiché molti agenti nocivi
sono composti idrofobi o idrofili relativamente grandi, essi penetrano la membrana esterna in modo
inadeguato o piuttosto scarso (Nikaido, 1976; Nikaido e Vaara, 1985).

Al contrario, la parete cellulare dei Gram-positivi, composta essenzialmente da peptidoglicano e acido
teicoico, € estremamente permeabile a sostanze ad alto peso molecolare come 1 biocidi (Russell, 1991).
La membrana citoplasmatica, d’altra parte, sebbene di natura lipoproteica, non ha dimostrato di agire
come una barriera all’ingresso di agenti biocidi nel citoplasma, e cio contribuisce a spiegare la maggiore

suscettibilita dei batteri del gruppo.

Adattamento fenotipico

Anche ’adattamento fisiologico (fenotipico) all’ambiente e alle condizioni di crescita pud migliorare
la tolleranza batterica ai biocidi (Brown e Gilbert, 1993).

La capacita di produrre biofilm, in tal senso, ¢ ragione della ridotta suscettibilita dei batteri stessi ai
disinfettanti, dal momento che protegge la comunita batterica dagli stress ambientali (come le
variazioni di temperatura e disidratazione), promuove le interazioni microbiche (quorum sensing) e lo
scambio genetico (Wang et al., 2012), rende disponibili i principi nutritivi e allontana i prodotti tossici.
(Daly et al., 1998; Hassett et al., 1999; McDonnell e Russell, 1999; Donlan, 2000; Mah e O’Toole,
2001).
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3.1.2  Meccanismi di resistenza acquisita

La resistenza ai biocidi puo essere anche acquisita, ossia sviluppata in un secondo tempo da batteri
precedentemente sensibili, mediante I’acquisizione di fattori genetici mobili, presenti su elementi
extracromosomici come plasmidi e trasposoni (Paulsen et al., 1993; Russell, 1997), o a seguito della
mutazione (McMurry et al., 1999) o dell’amplificazione di geni cromosomici endogeni (Sasatsu et al.,
1995)

Le mutazioni nei batteri sono generalmente casuali, ma possono essere condizionate da una pressione
selettiva continua, come quella che si realizza in presenza di antimicrobici (Heat et al., 1998; McMurry
et al., 1998, Webber et al., 2008, Parikh et al., 2000; Webber et al., 2015; Madigan et al., 2009).
Attraverso il trasferimento verticale e orizzontale di materiale genetico (Davis et al., 2015), lo stress
indotto sul batterio dall’azione dei biocidi puod tradursi in meccanismi volti a prevenirne o limitarne
I’effetto dannoso. La resistenza pud manifestarsi sottoforma di riduzione dell’assorbimento (Russell e
Chopra, 1990) e/o di aumento dell’eliminazione (McDonnell e Russell, 1999; Schweizer, 2001) oppure,
in alternativa e meno comunemente, di biodegradazione enzimatica del composto (Bloomfield, 1988;
Hugo, 1991; Ogase et al., 1992).

Data I’importanza dello stimolo esterno per la selezione naturale dei ceppi batterici, ¢ probabile che lo
studio degli isolati ambientali, piu che dei ceppi di coltura standard, possa fornire informazioni
importanti e rilevanti in termini di espressione di meccanismi di resistenza, alcuni dei quali ancora

sconosciuti.

Mutazione genetica

L’acquisizione di geni di resistenza ai disinfettanti attraverso il trasferimento genico orizzontale (Ravi
et al., 1999) ¢ il meccanismo principale di selezione di una popolazione batterica meno suscettibile ai
biocidi (Ochman et al., 2000; Partridge et al., 2018).

L’elasticita e la dinamicita conferite al genoma batterico dal trasferimento di materiale genetico a
cellule non discendenti (Delihas, 2011) ¢ alla base dell’evoluzione, dal momento che ¢ in grado di
modificare anche sostanzialmente ’ecologia e i fenotipi di patogenicita dei ceppi batterici stessi
(Ochman et al., 2000; Johnson e Grossman, 2015).

I batteri acquisiscono fattori di resistenza dal pool genico batterico globale per mezzo di plasmidi,

trasposoni, sequenze di inserzione, integroni e cassette geniche. (Partridge et al., 2018).
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I plasmidi sono elementi genetici circolari auto-replicanti responsabili del rapido adattamento a
condizioni di limitazione della crescita sul breve periodo e dell’acquisizione a lungo termine di altre
proprieta, come ad esempio patogenicita, virulenza o resistenza (Bruto et al., 2017; San Millan, 2018).
I trasposoni e le sequenze di inserzione sono tratti di DNA mobili, spesso associati a geni di resistenza
temporanea, in grado di traslocare quasi casualmente in nuove posizioni sulla stessa o su diverse
molecole di DNA, trasportando i1 geni di resistenza nella nuova posizione (Partridge et al., 2018).
L’espressione dei geni presenti su tali sequenze puo essere influenzata positivamente dalla presenza di
un promotore o dal posizionamento a monte di un gene essenziale per il batterio (Vandecraen et al.,
2017).

Le cassette geniche sono piccoli segmenti di DNA spesso inseriti in un integrone o in una struttura
circolare libera (Delihas, 2011; Partridge et al., 2018), solitamente costituiti da uno o due geni e privi
di un sito di ricombinazione e di un promotore (Partridge et al., 2018). Gli integroni possono quindi
conferire ai batteri resistenza agli antibiotici e ai disinfettanti a seconda dei geni che trasportano
(Gnanadhas et al., 2013; Templeton et al., 2009; Khan et al., 2016; Zhou et al., 2017; Kim et al., 2018Db).
Oltre che attraverso I’acquisizione di elementi genetici esogeni, 1 batteri possono sviluppare nel tempo
resistenza ai disinfettanti attraverso il processo di adattamento genetico intrinseco (Bragg et al., 2018).
Alterazioni genetiche intrinseche, come mutazioni o espressione genica differenziale dovute a stress
antimicrobico, possono contribuire in modo significativo alla resistenza ai disinfettanti (Kim et al.,
2018a). Il DNA di qualsiasi microrganismo puo contenere sequenze geniche di resistenza minimamente
espresse, stabilmente espresse o espresse in modo ottimale solo in determinate condizioni, come ad
esempio in presenza di biocidi (Palmer et al., 2018). Il cambiamento nell’espressione genica puo,
quindi, diminuire la suscettibilita agli agenti antimicrobici attivando meccanismi di difesa latenti
(Palmer et al., 2018). L’entita della resistenza antimicrobica conferita dall’espressione genica dipende
dall’entita dell’influenza dei geni sull’azione antimicrobica (debolmente o fortemente protettiva), oltre

che dal grado di espressione in condizioni di stress (Palmer et al., 2018).

Riduzione della permeabilita di membrana

L’esposizione ai biocidi puod indurre cambiamenti nella struttura e nella composizione della parete e
della membrana cellulare batterica che, determinandone una modifica della permeabilita (McDonnell
e Russell, 1999), esitano in una riduzione dell’attivita del biocida stesso (Alonso-Calleja et al., 2015;
Tattawasart et al., 2000; Nikaido, 2003).

Tali cambiamenti sono essenzialmente riconducibili a variazioni dell’idrofobicita della superficie

(Tattawasart et al., 1999), dell’ultrastruttura (Tattawasart et al., 2000) e della composizione proteica
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(Gandhi et al., 1993; Winder et al., 2000) e degli acidi grassi (Jones et al., 1989; Guerin-Mechin et al.,
1999; Mechin et al., 1999; Guerin-Mechin et al., 2000).

La repressione della biosintesi delle porine, per esempio, pud determinare una parziale resistenza non-
specifica agli antibiotici e ai biocidi (Karatzas et al., 2008; Zhang et al., 2010), limitandone il passaggio

attraverso la membrana e quindi all’interno della cellula.

Aumento dei trasporti trans-membrana

Molte proteine di membrana sono coinvolte nei processi di trasporto di sostanze nocive in uscita dalla
cellula (Poole, 2005, 2007; Lubelski et al., 2007).

In risposta a segnali ambientali o come esito di una mutazione, possono essere attivati loci genetici che,
esitando in un aumento dell’efflusso, mediano la resistenza batterica (Maillard e Denyer, 2009;
Martinez-Sudarez et al., 2016; Sanchez et al., 2015).

Le pompe di efflusso, ad esempio, sono proteine transmembrana attraverso le quali la cellula allontana
disinfettanti e alcuni antibiotici (Langsrud et al., 2003; Hegstad et al., 2010; Wassenaar et al., 2015), e
rappresentano il principale e piu frequentemente riscontrato meccanismo di resistenza ai biocidi

(Chitsaz e Brown, 2017; Kim et al., 2018b)

Degradazione enzimatica

Processi di biodegradazione enzimatica mediati da enzimi quali catalasi e superossido-dismutasi,
diminuiscono la suscettibilita batterica agli agenti ossidanti (Greenberg e Demple, 1989; Demple, 1996)
e permettono, probabilmente in associazione ad altri meccanismi, la sopravvivenza delle cellule ai

danni indotti dai biocidi (Martin et al., 2008).

3.1.3 Fenomeni di cross-resistenza

L’esposizione ai biocidi, pur a basse concentrazioni, produce sempre uno stress sui batteri, anche
qualora intrinsecamente resistenti. La risposta batterica allo stress si traduce in un cambiamento
nell’espressione genica (Knapp et al., 2016; Codling et al., 2004, Fernandez-Cuenca et al., 2015;
Sanchez et al., 2015, Bailey et al., 2009; Pumbwe et al., 2004, Curiao et al., 2016, McCay et al., 2010;
Casado et al., 2016) e in particolare dei geni regolatori (McMurry, 1998; Curiao et al., 2015 Dukan e
Touati, 1996; Davin-Regli et al., 2008; Bailey et al., 2009; Webber et al., 2008; Jang et al., 2008).
Un’indicazione della risposta a tale pressione ¢ data dalla cinetica della crescita microbica. L’aumento

della fase di latenza o la diminuzione della crescita logaritmica sono indicatori dell’interazione tra
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batteri e biocida e possono riflettere 1’induzione/espressione di meccanismi che consentono ai batteri
di ridurre la tossicita del biocida (Fawley e Wilcox, 2001; Thomas et al., 2005; Gomez Escalada et al.,
2005) e di riparare i danni subiti.

Lo studio del genoma batterico ha permesso di constatare che alcuni dei meccanismi che riducono la
suscettibilita ai biocidi sono controllati e indotti dagli stessi geni regolatori che, modulando
I’espressione genica, determinano anche i meccanismi di resistenza agli antibiotici (Demple, 1996;
Koutsolioutsou et al., 2005). Il fatto che alcuni determinanti genetici coinvolti nella resistenza ai biocidi
possano essere fisicamente legati a quelli responsabili della resistenza agli antibiotici ¢ alla base delle
preoccupazioni sull’impatto che 1’uso dei biocidi nell’industria alimentare puo avere nella prevalenza
e diffusione di resistenza antimicrobica dei principali batteri patogeni (Templeton et al., 2009; Khan et
al., 2016).

Come suggerito da alcuni autori, tuttavia, tale correlazione potrebbe non essere particolarmente
problematica poiché 1’espressione dei meccanismi di resistenza ai biocidi potrebbe essere transitoria e
non tradursi in una mutazione stabile del genoma batterico: alcuni studi hanno infatti dimostrato una
diminuzione della suscettibilita batterica ai biocidi, e talvolta agli antibiotici, solo in presenza del
biocida stesso (Knapp et al., 2013; Wesgate et al., 2016; Sanchez et al., 2015).

La tolleranza ai biocidi ¢ stata rilevata in ceppi di S. aureus meticillina-resistenti (MRSA) isolati da
fonti animali (Bjorland et al., 2001, 2003) e alimentari (Sidhu et al., 2001) e spesso coinvolti nelle
infezioni umane (Gould et al., 2012).

Nei ceppi MRSA, che spesso mostrano una resistenza multipla agli antibiotici, e in particolare in quelli
che presentano geni codificanti fattori di resistenza alla gentamicina, ¢ stato dimostrato 1’aumento di
funzionalita di sistemi di efflusso di sostanze ad azione biocida (Emslie et al., 1985; Jones e Midgley,
1985). La presenza di stafilococchi tolleranti ai disinfettanti negli animali, negli alimenti e in generale
lungo tutta la filiera alimentare, desta preoccupazione almeno quanto la possibile diffusione di fattori
di resistenza tra i ceppi, dal momento che potrebbero essere causa della sopravvivenza, crescita e
diffusione di stafilococchi enterotossigeni e/o di stafilococchi di rilevante importanza clinica.
Stafilococchi tolleranti ai composti di ammonio quaternario, isolati da ambienti di produzione e prodotti
alimentari (Sundheim et al., 1992; Heir et al., 1995), si sono rivelati resistenti a diversi antibiotici,
soprattutto ai B-lattamici (Heir et al., 1999). Le sequenze geniche che codificano per tali fattori di
resistenza sono state identificate su plasmidi comuni sia agli Stafilococchi da campioni alimentari che
clinici (Sidhu et al., 2001, 2002), a riprova del fatto che I'uso di biocidi per la disinfezione negli
ospedali, negli allevamenti e nell’industria alimentare ¢ in grado di selezionare stafilococchi resistenti

alla penicillina e viceversa.
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E stata segnalata una ridotta suscettibilita ai composti di ammonio quaternario anche in L.
monocytogenes isolate da alimenti o ambienti di produzione (Moretre et al., 2017).

L’esposizione di L. monocytogenes a concentrazioni inidonee di biocidi ha selezionato mutanti che
mostrano anche una ridotta suscettibilita agli aminoglicosidi (Christensen et al., 2011), nonché alla
kanamicina e alla gentamicina (Romanova et al., 2006), comunemente usata nella terapia clinica per la
listeriosi umana.

La capacita di trasferimento intraspecifico di plasmidi recanti geni che codificano per fattori di
resistenza ¢ preoccupante se si pensa che specie di Listeria non patogene, come L. innocua e L.
welshimeri, piu comuni di L. monocytogenes negli ambienti di lavorazione, possono comunque
contribuire alla selezione di specie patogene tolleranti ai disinfettanti (e forse anche da metalli pesanti)
e, potenzialmente, agli antibiotici (Katharios-Lanwermeyer et al., 2012; Ratani et al., 2012). La
tolleranza multipla associata al DNA extracromosomico ¢ risultata trasferibile non solo tra listerie, ma
anche tra L. monocytogenes e S. aureus.

L’azione selettiva operata dai biocidi ¢ stata osservata anche in Salmonella spp., dal momento che i
meccanismi di resistenza multipla agli antibiotici (MAR) sono piuttosto comuni nei batteri Gram-
negativi.

In S. Typhimurium, il fenotipo MAR media I’attivazione delle pompe di efflusso e conferisce una
riduzione significativa (da 4 a 8 volte) della suscettibilita agli antibiotici (Randall et al., 2008), come
B-lattamici, cloramfenicolo, fluorochinoloni e tetracicline, oltre che una maggiore tolleranza ai solventi
organici (White et al., 1997) e ai disinfettanti.

A sostegno della relazione esistente tra 1 loci genetici che codificano per fattori di resistenza agli
antibiotici e per quelli di resistenza ai biocidi, in uno studio condotto su ceppi di Salmonella spp. isolati
da carne di pollo (Thorrold et al., 2007) ¢ stato osservato che I’attivita delle pompe di efflusso era
caratteristica tipica ed esclusiva dei ceppi MAR.

La corretta esecuzione delle procedure di pulizia e disinfezione, la rotazione dei prodotti disinfettanti e
I’utilizzo di soluzioni biocide contenenti piu di un principio attivo a concentrazioni sufficienti a
debellare tutta la flora microbica contaminante, sono strategie che possono contribuire a prevenire la
diffusione di batteri tolleranti ai biocidi nella food chain. Determinante, allo stesso modo, € 1’attuazione
di programmi di monitoraggio specifici, per valutare non solo 1’efficacia delle operazioni di
disinfezione, ma anche 1’eventuale persistenza e diffusione di batteri tolleranti ai biocidi e agli

antibiotici biocidi o co-tolleranti (Ortega Morente et al., 2013).
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3.2 IL BIOFILM

I1 biofilm microbico ¢ un ecosistema estremamente complesso costituito da microrganismi immersi in
una sostanza polimerica extracellulare, o matrice, da essi stessi prodotta e adesa a una superficie che
conferisce loro protezione dall’ambiente esterno. (Meyer, 2015). Si tratta, quindi, di un sistema
biologico con un alto livello di organizzazione interna, in cui i batteri sono strutturati in una comunita
funzionale; la copresenza frequente di due o piu specie diverse (Meyer, 2015) all’interno del medesimo
biofilm facilita associazioni e protezione mutualistiche o sinergiche tra i microrganismi (Costerton e
Lappin-Scott, 1989). Tale matrice puo essere fissata su superfici dure (attrezzature, superfici, ecc.)
oppure a strutture biologiche (residui di lavorazione, ecc.).

Oltre ai microrganismi, immersi nella matrice organica del biofilm si possono trovare anche cristalli
minerali e particelle di corrosione originate dalle superfici di adesione, biotiche o abiotiche (Percival
et al., 2000). Tali elementi non si dispongono in uno strato compatto, ma la struttura complessiva del
biofilm ¢ caratterizzata dalla presenza di numerosi spazi interstiziali, “microcanali” che hanno lo scopo
di favorire il passaggio di nutrienti, il rilascio e ’allontanamento di prodotti del catabolismo e la
diffusione di molecole di segnale intercellulari, svolgendo un ruolo fondamentale nel controllo del
processo di formazione dei biofilm (Roy et al., 2018).

E ormai ampiamente risaputo che il biofilm rappresenti la modalita di crescita e sopravvivenza tipica
dei batteri, tanto negli ecosistemi naturali quanto in quelli antropici (Mc Dougald et al.2011; Villa e
Cappitelli, 2013). Le cellule comprese nel biofilm esprimono caratteristiche fenotipiche specifiche che
conferiscono loro importanti vantaggi ecologici, come |’adattabilitd ai cambiamenti ambientali
(Stewart e Franklin, 2008) e una maggiore resistenza a condizioni avverse, (es. limitata disponibilita di
nutrienti, alterazioni di pH, temperatura e umiditd) (Rinaudi e Giordano, 2010), oltre che ai disinfettanti
e ad altri biocidi.

La transizione delle cellule batteriche dalla forma planctonica a quella sessile ¢ caratterizzata da
profondi cambiamenti fisiologici, indotti da stimoli ambientali e geneticamente controllati (D’ Abrosca

et al., 2018).
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3.2.1 Struttura del biofilm

La matrice influenza le proprieta fisiche del biofilm, tra cui diffusivita, conduttivita termica e proprieta
reologiche. Indipendentemente dalla densita di carica o dal suo stato ionico (condizionati dalla natura
dei polisaccaridi che la compongono), la matrice influenza anche processi fisico-chimici, come la
diffusione e la resistenza all’attrito, e contribuisce ad aumentare le concentrazioni locali di composti
ionici. Nei biofilm prodotti da batteri Gram-negativi, infatti, la matrice ¢ principalmente composta da
polisaccaridi neutri o polianionici, che le conferiscono proprieta anioniche e la capacita di trattenere
cationi bivalenti come calcio e magnesio (Flemming et al., 2000; Sutherland, 2001); 1 biofilm che
contengono principalmente batteri Gram-positivi, al contrario, sono caratterizzati da una matrice a
proprieta principalmente cationica.

La matrice promuove le forze coesive, un maggiore assorbimento di nutrienti e metalli pesanti (Bryers,
1984; Marshall, 1992), il sequestro di prodotti microbici e altri microrganismi, la protezione delle
cellule dai cambiamenti ambientali, la fornitura di un mezzo per la comunicazione intercellulare e il
trasferimento di materiale genetico.

La matrice del biofilm ¢ composta da esopolisaccaridi, DNA extracellulare (eDNA) e proteine
(Flemming et al., 2007).

Gli esopolisaccaridi (EPS) sono polimeri ad alto peso molecolare composti da unita di ripetizione
complesse, sintetizzati a livello intracellulare e secreti nell’ambiente esterno (Nwodo et al., 2013). Se
osservati al microscopio elettronico, gli EPS sembrano lunghi filamenti lineari o ramificati, che dalle
superfici cellulari si protendono a formare grandi impalcature per 1’adesione di carboidrati, proteine,
acidi nucleici e lipidi. Gli EPS si differenziano gli uni dagli altri per la natura, i legami e le sostituzioni
dei monomeri di cui sono costituiti. La diversita dei polisaccaridi microbici conferisce loro
caratteristiche piuttosto diverse, che si riflettono in modo determinante sulla struttura complessiva del
biofilm (Rabin et al., 2015).

Le proteine extracellulari sono un altro importante componente della matrice EPS (Frelund et al.,
1996). Alcune proteine sono adese alle superfici dei microrganismi e ai polisaccaridi e coadiuvano la
formazione € la stabilizzazione del biofilm. Altre invece, di natura enzimatica, sono coinvolte nei
processi di degradazione di polisaccaridi, proteine, acidi nucleici, cellulosa, lipidi e altri componenti
inclusi della matrice, fornendo risorse di carbonio e di energia alle cellule del biofilm (Zhang e Bishop,
2003). Gli enzimi intervengono anche nella fase di distacco e dispersione del biofilm, consentendo il

rilascio delle cellule e I’avvio di un nuovo ciclo (Rabin et al., 2015).
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Il DNA extracellulare (¢DNA) non proviene solo dalle cellule lisate (Whitchurch et al., 2002), ma ¢
anche attivamente secreto dalle cellule del biofilm. (Hamilton et al., 2005). L’eDNA ha un ruolo
importante nella formazione del biofilm, di cui influenza soprattutto 1’iniziale fase di adesione
interagendo con i recettori sulla superficie del substrato (Das et al., 2010). A causa della sua carica
negativa, inoltre, ’eDNA ¢ in grado di chelare cationi metallici e alcuni antibiotici carichi
positivamente.

L’eDNA ha un ruolo essenziale nell’evoluzione batterica e nello sviluppo di fattori di resistenza. I1
biofilm, infatti, limitando la mobilita batterica ¢ aumentando la densita cellulare, rappresenta un
ambiente ottimale per lo scambio di materiale genetico indipendente (plasmide), che puo codificare per
fattori di resistenza agli antibiotici. Non a caso, il tasso di trasferimento genico orizzontale ¢

significativamente piu alto nei biofilm rispetto alle cellule planctoniche (Hausner e Wuertz, 1999).

3.2.2  Sviluppo del biofilm

Lo sviluppo del biofilm ¢ un processo complesso e dinamico a piu fasi, dipendente da una serie di
variabili tra cui il tipo di microrganismo, la superficie di adesione, le condizioni ambientali e
I’espressione dei geni essenziali del biofilm (Carpentier e Cerf, 1993; Dunne, 2002). Specie batteriche
differenti, infatti, possono formare biofilm differenti in condizioni identiche; allo stesso modo, ¢
possibile che una medesima specie batterica possa formare strutture di biofilm diverse in diverse
condizioni ambientali. Il biofilm maturo, non di meno, ¢ capace di rispondere in modo dinamico e di
adattarsi fenotipicamente, geneticamente e strutturalmente a condizioni interne ed esterne in costante
cambiamento. I batteri nei biofilm, comunque, possono in qualsiasi fase percepire segnali ambientali
specifici e porre fine alla formazione del biofilm (Tolker-Nielsen, 2015).

I1 processo di formazione del biofilm ¢ suddivisibile in 5 fasi (Palmer e White 1997):

1. Condizionamento e colonizzazione della superficie

Adesione delle cellule alla superficie

Costruzione del biofilm

Maturazione del biofilm

A

Distacco e dispersione cellulare

41



CAPITOLO 3 - INNOVATIVE STRATEGIE DI LOTTA CONTRO I PATOGENI DI ORIGINE

Fig. 3.1 Rappresentazione schematica delle fasi dello sviluppo del biofilm batterico.

Fonte, Palmer ¢ White, 1997.

I microrganismi non aderiscono direttamente al substrato, ma piuttosto a un film di condizionamento,
uno strato umido costituito da polisaccaridi, glicoproteine e composti umici (Chamberlain, 1992;
Marshall et al., 1971; Baier, 1980; Rittle et al., 1990) che determina una modificazione chimica della
superficie originale, influenzando cosi la velocita e I’entita dell’adesione microbica (Mittelman, 1996).
Il condizionamento della superficie consiste nell’adsorbimento al substrato di sostanze (soluti o
particolato) che ne modificano le proprieta fisico-chimiche. Il film di condizionamento, inoltre,
rappresenta una fonte concentrata di nutrienti e oligoelementi che, stimolando 1’adesione delle cellule
planctoniche e favorendone la crescita, agevolano la colonizzazione della superficie.

In seguito al condizionamento superficiale avviene 1’adesione dei microrganismi al substrato.
L’adesione, in un primo momento reversibile in virtu del debole legame delle cellule alla superficie,
diventa irreversibile quando ha inizio la produzione di matrice EPS (Renner e Weibel, 2011)
L’adesione batterica sembra essere correlata alla distanza tra il microrganismo e la superficie (Busscher
e Weerkamp, 1987). A circa 10-20 nm, infatti, le cariche negative sulla superficie batterica vengono

respinte dalle cariche negative presenti sulla maggior parte delle superfici ambientali. Questa
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repulsione elettrostatica puo, tuttavia, essere bilanciata e superata, a distanze minori, dalle forze
attraenti di Van der Waals, nonché dall’uso di fimbrie e flagelli (Palmer e Flint, 2007).

Altri fattori che condizionano la formazione del biofilm sono 'uniformita del substrato e le sue
intrinseche proprieta fisico-chimiche. Generalmente, all’aumentare della rugosita della superficie
aumenta anche 1’adesione batterica (Characklis et al., 1990a), in ragione della protezione offerta dalle
micro-irregolarita agli effetti delle forze di taglio, nonché dell’aumento dell’interfaccia disponibile
(Characklis et al., 1990b). D’altro canto, I’adesione dei microrganismi ¢ piu rapida su superfici
idrofobiche e non polari, come il teflon e 1 materiali plastici, rispetto a substrati idrofilici, come il vetro
o i metalli (Pringle e Fletcher, 1983; Bendinger et al., 1993; Percival e Thomas, 2009). Determinanti,
in ultimo, sono ancora la velocita del flusso del mezzo liquido a contatto con la superficie di adesione

e le sue turbolenze, nonché la maggiore o minore presenza di nutrienti al suo interno (Donlan, 2002).

Tab. 3.1 Fattori che condizionano lo sviluppo di un biofilm microbico.

Proprieta del substrato Proprieta del mezzo a contatto Proprieta del Microrganismo
Consistenza o ruvidezza Velocita del flusso Idrofobicita della superficie
) Presenza di appendici
Composizione chimica Valore di pH ) )
(fimbrie, flagelli)
Idrofobicita Temperatura EPS
Condizionamento della superficie Presenza di antimicrobici naturali Autoinduttori del QS

Fonte Donlan, 2002.

Stabilita un’adesione permanente, puo iniziare la fase di costruzione del biofilm: i batteri che hanno
colonizzato la superficie crescono e avviano la sintesi dei polimeri della matrice, fino ad esserne
incorporati € immobilizzati.

Ulteriori microrganismi possono essere inglobati all’interno o fissati sulla superficie del biofilm. Col
progredire del processo di costruzione, la conformazione spaziale del biofilm cambia, trasformandosi
da strato sottile a struttura tridimensionale a forma di “fungo” o “torre” (Rabin et al., 2015).
All’interno della compagine del biofilm, i microrganismi possono determinare, con il proprio
metabolismo, condizioni che favoriscono la crescita e la selezione di altre specie microbiche. Con
I’aumentare dell’eterogeneita del biofilm, infatti, si sviluppano microgradienti chimici e fisici, come
quelli di pH, ossigeno e nutrienti, e ci0 porta alla definizione di gruppi funzionali fisicamente separati,
ma in connessione interattiva, che scambiano metaboliti e definiscono tra loro rapporti di cooperazione
sinergica (Blenkinsopp e Costerton, 1991) o di competizione antagonista (Connell e Slatyer, 1977;
Fredrickson, 1977).
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La maturazione del biofilm ¢ regolata dal quorum-sensing (QS), un meccanismo che consente ai batteri
di prendere decisioni collettive, sincronizzarsi con il resto della popolazione e quindi funzionare e
comportarsi come organismi multicellulari (Waters e Bassler, 2005).

I1 QS sincronizza 1’espressione genica in risposta alla densita cellulare della popolazione (quorum),
percepita (sensing) da ciascun microrganismo mediante la misurazione della concentrazione di
specifiche molecole di segnale, chiamate “autoinduttori”, secrete dai membri della comunita (Solano
et al., 2014).

Il distacco del biofilm, ultima fase del processo, puo verificarsi a causa di fattori quali mancanza di
nutrienti, concorrenza intensa, densita di popolazione eccessiva e accumulo di cataboliti, ¢ interessare
I’intero biofilm o solo una sua parte.

La dispersione cellulare, coordinata dal QS, puo essere determinata dall’interruzione della sintesi delle
molecole che compongono la matrice EPS, dalla loro degradazione o ancora dalla rottura dei legami
chimici che ne stabilizzano la struttura. Il rilascio di batteri e il ritorno alla vita planctonica hanno una
rilevanza fondamentale, dal momento che promuovono I’inizio di un nuovo ciclo e lo sviluppo del

biofilm in altri siti € nuove nicchie (Rabin, 2015).

3.2.3 Biofilm e meccanismi di resistenza batterica

Le differenze nella struttura del biofilm possono dar luogo a determinanti risposte fenotipiche al
trattamento antibiotico. Il biofilm, cioe, pud conferire ai batteri caratteristiche di resistenza: ¢ stato
stimato che le cellule del biofilm possono essere fino a 10.000 volte piu resistenti agli antibiotici e ai
disinfettanti rispetto alle cellule che vivono in condizioni planctoniche (Costerton et al., 1995; Nickel
et al., 1985; Luppens et al., 2002).

La resistenza attribuibile al biofilm ¢ un fenomeno multifattoriale e sinergico; i meccanismi attraverso
cui si realizza la minore suscettibilita alle sostanze ad azione biocida variano a seconda dell’agente
antimicrobico e dello stadio di sviluppo e condizioni di crescita del biofilm (Ito et al., 2009; Alhede et
al., 2011; Bowler et al., 2012; Haaber et al., 2012; Stewart, 2015) e includono diffusione limitata degli
antimicrobici, attivita fisiologica differenziale, induzione di meccanismi di tolleranza specifici la

formazione di cellule persistenti (Ciofu e Tolker-Nielsen, 2010).
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Ridotta penetrazione delle sostanze antimicrobiche

La matrice EPS svolge un ruolo importante nella resistenza agli antibiotici. Comportandosi come una
barriera chimico-fisica, I’EPS ha un ruolo ¢ in grado di ridurre la penetrazione di diverse sostanze
chimicamente reattive, antibiotici cationici e peptidi antimicrobici (AMPs). La limitazione nel trasporto
¢ dovuta alla saturazione della matrice EPS, carica negativamente, da parte degli antibiotici, carichi
positivamente (Venkatesan et al., 2015), e dipende dal legame delle molecole ai siti reattivi del biofilm.
Una volta che questi siti sono saturi, infatti, la penetrazione dei composti antimicrobici puo riprendere.
I composti proteici della matrice e le proteine dei residui di alimenti intrappolati nel biofilm, d’altro
canto, possono reagire chimicamente con i composti clorati, determinando un calo pitt 0 meno drastico
della concentrazione di cloro attivo che si libera e, di conseguenza, una riduzione della sua efficacia. E
un aspetto di notevole interesse, considerando che i detergenti e i disinfettanti alcalini clorati sono

largamente impiegati nelle procedure di sanificazione delle industrie alimentari.

Trasferimento genico orizzontale

La resistenza agli antibiotici puod essere acquisita, come detto, tramite mutazioni geniche casuali.
Nell’ambito del biofilm, la frequenza con cui si realizza il trasferimento plasmidico orizzontale ¢ molto
piu alta che tra le cellule planctoniche. Studi sui biofilm di S. aureus hanno dimostrato 1’esposizione
sub-letale di antibiotici B-lattamici favorisce il trasferimento di plasmidi coniugativi (Laureti et al.,

2013).

Fenotipo biofilm-specifico

In seguito all’adesione, i microrganismi possono andare incontro a cambiamenti metabolici e fenotipici:
ne ¢ una prova il fatto che la virulenza espressa dai batteri inclusi nel biofilm ¢ generalmente piu
spiccata di quella delle controparti planctoniche (Mah e O’Toole, 2001; Saye, 2007). L’induzione di
un fenotipo biofilm-specifico resistente ai biocidi puo determinare, ad esempio, 1’espressione di
meccanismi attivi, come la sintesi di glucani periplasmatici, per sequestrare gli antibiotici (Gilbert et
al., 1997; Maira-Litran et al., 2000; Percival e Bowler, 2004). In questo senso va interpretata anche la
sovraregolazione dell’espressione delle pompe di efflusso, in grado di estrudere farmaci, solventi

organici, ioni metallici tossici e altri ligandi dall’ambiente intracellulare.

Gradiente fisiologico all’interno del biofilm

I microgradienti all’interno del biofilm determinano una diversificazione delle specie batteriche

all’interno del biofilm, che presentano attivita metabolica e sensibilita agli antimicrobici diverse a
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seconda della disponibilita di nutrienti e ossigeno. I microrganismi in fase stazionaria o latente, situati
negli strati piu profondi del biofilm, risultano insensibili all’azione di antibiotici, come i B-lattamici e
le tetracicline, o disinfettanti la cui efficacia dipende dal tasso di crescita e di replicazione batterica

(Davies, 2003).

Cellule persister

Le cellule incorporate nel biofilm possono essere metabolicamente dormienti e pertanto
fenotipicamente attrezzate per persistere in ambienti ostili (Anwar et al.1992; Rhoads et al., 2007).
Queste cosiddette “cellule persister” rappresentano una piccola sottopopolazione a crescita lenta del
biofilm che si ¢ differenziata in uno stato inattivo, ma estremamente resistenti a quegli antibiotici che
prendono di mira i processi rilevanti per la crescita o la divisione cellulare (Roberts e Stewart, 2005;
Percival et al., 2011).

E stato stimato che le cellule persister costituiscano lo 0,1-10% del totale della popolazione del biofilm
e che siano in grado di avviarne la ricostruzione al termine di un’eventuale pressione antimicrobica

esterna (Harrison et al., 2005; Roberts e Stewart, 2005).

Riassumendo, nei primi stadi dello sviluppo del biofilm, si susseguono cambiamenti nell’espressione
genica che portano alla determinazione del cosiddetto “fenotipo biofilm-specifico”, associato ad un
aumento della resistenza ai biocidi. La successiva produzione di matrice extracellulare contribuisce

alla sopravvivenza delle cellule, ritardando 1’entrata delle sostanze antimicrobiche nello spessore del
biofilm. La maturazione del biofilm e I’aumento della densita cellulare, ancora, creano gradienti di
nutrienti e ossigeno che inducono la riduzione dell’attivita metabolica e del tasso di crescita delle specie
microbiche a seconda della loro localizzazione all’interno della matrice, oltre che della risposta

generale allo stress e dell’espressione genica piu marcata delle pompe di efflusso (Drenkard, 2003).
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3.2.4 Biofilm nell’industria alimentare - innovative strategie di intervento

I1 biofilm ¢ causa di problematiche importanti nell’industria alimentare: oltre ai danni agli impianti, di
cui ¢ potenzialmente in grado di ridurre 1’efficienza operativa, il biofilm costituisce un serio pericolo
per la salute pubblica se 1 microrganismi coinvolti appartengono a specie patogene per 1’uomo (come
L. monocytogenes, Salmonella enterica e Staphilococcus aureus) e vengono trasferiti agli alimenti in
seguito al contatto con le superfici contaminate.

La microscopia elettronica a scansione ha dimostrato che molti microrganismi patogeni e alteranti sono
in grado di aderire e formare biofilm su superfici in acciaio inossidabile, alluminio, vetro, gomma,
teflon e nylon, i materiali pit comunemente utilizzati nell’ impiantistica alimentare, in modo particolare
quando sono presenti fessurazioni o irregolarita superficiali in cui le cellule possono insinuarsi e
sopravvivere alle operazioni di sanificazione (Abdallah et al., 2014; Colagiorgi et al., 2017). Tali
“nicchie” trattengono anche piccoli residui di materiale organico, che insieme all’acqua favoriscono lo
sviluppo microbico e la costruzione del biofilm.

L’industria alimentare moderna dispone classicamente di metodi fisici (es. vapore, ultrasuoni) e
numerosi composti chimici (es ipoclorito di sodio, idrossido di sodio, perossido di idrogeno, acido
peracetico, ecc.) per eliminare il biofilm da superfici, attrezzature e impianti (Srey et al., 2013).
Tuttavia, la consapevolezza che 1 biofilm sono comunita complesse, che godono della capacita di
sviluppare continue e nuove resistenze, rende essenziale la ricerca e lo sviluppo di strategie innovative
incentrate sulla prevenzione della formazione del biofilm, piuttosto che sulla sua eliminazione (Gopal
etal., 2015). Un esempio ¢ dato dalle strategie basate sull’utilizzo di composti antisettici, sull’impiego
di agenti capaci di interferire con 1 sistemi di quorum sensing o capaci di disgregare la matrice

polisaccaridica prodotta dai microrganismi (Roy et al., 2018).

Oli essenziali

Diversi composti derivati da piante hanno dimostrato di possedere proprieta antibiofilm. Un utile
vantaggio relativo all’uso di questi composti nei trattamenti di sanificazione ¢ la percezione positiva
che i consumatori ne hanno, in contrasto con i disinfettanti chimici tradizionali, soprattutto nelle
applicazioni dell’industria alimentare. Gli oli essenziali vegetali sono principalmente una miscela

complessa specie-specifica di monoterpenoidi, sesquiterpenoidi e flavonoidi (Raffaella et al., 2017).
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Distruzione enzimatica

Gli enzimi rappresentano un’innovativa alternativa green per il controllo del biofilm, in virtu delle loro
caratteristiche di biodegradabilita e bassa tossicita (Torres et al., 2011; Huang et al., 2014).

Gli enzimi impiegati a tale scopo appartengono alla classe delle proteasi (es. serin proteasi, pepsina e
tripsina), delle glicosidasi (es. amilasi, cellulasi e pectinasi) e delle nucleasi, attive contro i componenti
principali della struttura del biofilm. (Boels, 2011; Huang et al., 2014; Coughlan et al., 2016; Meireles
et al., 2016). Una volta degradato dall’azione enzimatica, il biofilm puo essere completamente rimosso
con trattamenti meccanici (es. ultrasuoni) ed ¢ piu sensibile all’azione dei sanificanti (Coughlan et al.,
2016).

Nonostante la comprovata efficacia e il ridotto impatto ambientale, 1’applicazione su scala industriale
di queste alternative enzimatiche ¢ ad oggi ostacolata dall’elevato costo dei trattamenti, principalmente

a causa della tutela dei brevetti.

Funzionalizzazione delle superfici

Un approccio promettente ¢ quello che sfrutta le applicazioni pratiche delle nanotecnologie. Le
nanoparticelle (NPs) esercitano la loro azione senza penetrare la membrana cellulare e sono percio in
grado di eludere la maggior parte dei meccanismi di resistenza batterica agli antibiotici (Beyth et al.,
2015). Le NPs possono essere coniugate ad atomi, materiali o altre NPs, per migliorarne le proprieta
o attribuirne altre in vista di nuove applicazioni pratiche (Rai et al., 2015).

Una strategia interessante nella lotta al biofilm nell’industria alimentare consiste nello sfruttare
’efficacia di alcuni materiali nanocompositi per ridurre I’adesivita batterica (Wu et al., 2011).
L’adesivita batterica ¢ influenzata da molteplici proprieta chimiche e fisiche della superficie, tra cui
idrofobicita, carica elettrica e gruppi funzionali (Campoccia et al., 2013).

Tale attivita repellente puo essere conferita alle superfici a contatto con gli alimenti da un rivestimento
di materiali intrinsecamente antibatterici e antibiofilm (Swartjes e Veeregowda, 2016). Le superfici
funzionalizzate (ad es. con lisozima) hanno mostrato proprieta antibatteriche e antibiofilm di grande

interesse industriale (Huang et al., 2016; Gu et al., 2017).

Biosurfattanti
I biosurfattanti sono composti naturali, generalmente di origine microbica, in grado di modificare le
caratteristiche idrofobiche della superficie batterica, alterandone le proprieta adesive e la permeabilita,

determinando morte cellulare per rigonfiamento irreversibile (Zhang et al., 2017; Zhao et al., 2017).
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Le superfici dell’industria alimentare, trattate con biosurfattante, risultano percio meno suscettibili

all’adesione batterica e, di conseguenza, alla contaminazione da biofilm. (Coronel-Leodn et al., 2016).

Batteriofagi

I batteriofagi, o fagi, sfruttano I’apparato biosintetico dei batteri per replicarsi e, in seguito all’infezione,
ne inducono la morte per lisi. L’attivita dei batteriofagi ¢ mirata esclusivamente alle cellule
procariotiche, ed ¢ percio innocua per 1’uomo, gli animali e le piante (Panconesi, 1951).

La principale limitazione dei trattamenti con i fagi ¢ legata alla loro limitata capacita di penetrare nelle
profondita del biofilm; tuttavia, alcuni di essi possiedono un corredo enzimatico in grado di disgregare
1 componenti della matrice, migliorando la diffusibilita (Pires et al., 2016; Parasion et al., 2014; Shen
et al., 2013; Gutiérrez et al., 2014).

Il rapporto di sinergia/antagonismo tra fagi e disinfettanti convenzionali e/o le temperature
comunemente utilizzate nell’industria alimentare, sono fattori che possono influenzare 1’efficacia di un
simile trattamento. Un’altra questione rilevante ¢ ’effetto su biofilm formati da specie diverse,
comunemente presenti sulle superfici dell’industria alimentare (Gutiérrez et al., 2016).

Sebbene 1’uso dei batteriofagi come agenti antibiofilm abbia gia portato ad applicazioni commerciali.
(Fister et al., 2016; lacumin et al., 2016), sono necessarie ulteriori ricerche prima della loro completa

implementazione nelle procedure di cleaning nell’industria alimentare (Gutiérrez et al., 2016).
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CAPITOLO 4 SCOPO DELLA TESI
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In linea con i programmi di ricerca e sviluppo di strategie innovative di lotta ai microrganismi
potenzialmente presenti negli ambienti di produzione dell’industria alimentare, scopo della tesi € stato
la valutazione dell’attivita antimicrobica e anti-biofilm di una molecola di nuova sintesi, appartenente
al gruppo dei peptidi antimicrobici naturali (AMPs) e denominata ai fini della descrizione di questi
studi PEP1.

L’attivita sperimentale ha puntato a verificare I’efficacia di tale peptide, gia descritta in precedenza
contro Listeria monocytogenes (Palmieri et al., 2018), nei confronti di batteri patogeni Gram™ e Gram
quali, rispettivamente, Staphylococcus aureus ¢ Salmonella enterica.

Lo studio, inoltre, si ¢ focalizzato sulla funzionalizzazione del peptide e sulla valutazione dell’attivita
antimicrobica di nanobiocomplessi risultanti dalla coniugazione covalente di AMP PEP1 alla superficie
di nanoparticelle ibride polimero-oro (AuNPs), preliminari all’applicazione come sanitizzanti di nuova

generazione nel comparto dell’industria agro-alimentare.
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CAPITOLO 5 DISEGNO SPERIMENTALE E RISULTATI
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STATO DELL’ARTE:
I PEPTIDI ANTIMICROBICI (AMPs)

Y
FASE 1
MVPA (UNINA) - CARATTERIZZAZIONE
IBBR-CNR AMP PEP1

StuDpIo in silico

AMP PEP1
- FUNZIONALIZZAZIONE
CON NANOPARTICELLE

FASE 4
Vs

MVPA (UNINA) -
IBBR-CNR
STAPHYLOCOCCUS
AUREUS

VS
SALMONELLA
ENTERICA

FASE 2 FASE 3
MVPA (UNINA) - MVPA (UNINA) -
IBBR-CNR - SAF (UNIPR) LHICA (USC)

Fig. 5.1 Le fasi dell attivita sperimentale.

MVPA (UNINA): Dipartimento di Medicina Veterinaria e Produzioni Animali,
Universita degli Studi di Napoli Federico 11
IBBR-CNR: Istituto di Bioscienze e Biorisorse - Consiglio Nazionale delle Ricerche
SAF: Dipartimento di Scienze degli Alimenti e del Farmaco, Universita di Parma (UNIPR)
LHICA: Laboratorio de Higiene, Inspeccion y Control de Alimentos, Universidade de Santiago de Compostela (USC).
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FASE 1
5.1 IPEPTIDI ANTIMICROBICI

Oltre a nuovi composti chimici con comprovata attivita antimicrobica e/o antibiofilm, cosi costosi che
solo pochi possono essere trovati sul mercato (Mishra et al., 2017; O’Neill, 2015), la scienza dei
materiali propone due approcci antibatterici alternativi. Uno si basa sull’uso di nanoparticelle
metalliche (oro e argento) o semiconduttrici (ossido di titanio e ossido di stagno) (Palmieri et al. 2017),
’altro prevede la progettazione di brevi sequenze peptidiche, che si ripiegano in modo specifico in una
struttura funzionale in presenza di una membrana cellulare. La capacita antibatterica delle
nanoparticelle di metallo e ossido di metallo puo essere attribuita al rilascio di ioni metallici liberi con
conseguente danno alla membrana cellulare, interazioni del DNA e generazione di radicali liberi
(Hemeg, 2017).

I peptidi antimicrobici (AMPs) sono piccole molecole proteiche (100 residui amminoacidici al
massimo) largamente diffuse in natura, appartenenti alla componente umorale dell’immunita innata di
numerosi organismi del regno animale e vegetale (De Smet e Contreras, 2005). Rappresentano, in
effetti, una delle prime forme evolute e riuscite di difesa non specifica delle cellule eucariotiche contro
le infezioni sostenute da un ampio spettro di microrganismi patogeni (Bals, 2000; Zasloff, 2002,
Henzler Wildman et al., 2003).

Sono stati descritti centinaia di AMPs (Hancock et al., 1995; Kleinkauf e von Dohren, 1988; Perlman
e Bodansky, 1971), isolati da batteri, insetti, molluschi, crostacei, anfibi, pesci, uccelli ¢ mammiferi,
uomo compreso, € classicamente suddivisi in due grandi gruppi, a seconda che siano o meno sintetizzati
a livello ribosomiale. Gli AMPs con sintesi non-ribosomiale sono spesso drasticamente modificati e
sono in gran parte prodotti da batteri, mentre gli altri, detti anche “naturali”, sono prodotti da tutti gli
organismi (compresi i batteri) come componente principale della difesa innata e non specifica (Hancock
and Chapple, 1999). Il prodotto di un gene codificante per un AMP ¢ un pre-pro-peptide, un precursore
poi scisso proteoliticamente in un composto piu piccolo (10-60 residui amminoacidici) e quindi
stabilizzato mediante amidazione C-terminale, isomerizzazione di amminoacidi o accoppiamento di
cisteina (Raimondo et al., 2005).

L’efficacia e la selettivita degli AMPs sono legate alle proprieta fisico-chimiche di queste molecole,
tra cui la natura anfipatica, la carica netta (carica netta positiva da +2 a +9), I’idrofobicita e la flessibilita
conformazionale (Falcigno et al., 2016; Palmieri et al., 2016; Zelezetsky e Tossi, 2006). Quest’ultimo
aspetto ¢ stato ampiamente studiato grazie al dicroismo circolare (CD), un tipo di spettroscopia di

assorbimento che fornisce informazioni sulla struttura di molti tipi di macromolecole biologiche
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misurando la differenza di assorbimento della luce polarizzata circolarmente a sinistra e a destra. Gli
spettri CD possono essere analizzati, infatti, per fornire un’immagine della struttura proteica di un
peptide, delle caratteristiche strutturali secondarie regolari, come a-elica e foglietto-f3, e delle
variazioni strutturali indotte per esempio da pH, calore, ecc., nonché dei processi di folding/unfolding

proteico.

5.1.1 Meccanismo d’azione

La letteratura scientifica vanta numerosi studi sui meccanismi di azione dei peptidi antimicrobici
(Brogden e Brogden, 2011; Mika et al.,, 2011; Nguyen et al., 2011). Ad oggi, ¢ generalmente
riconosciuto che la membrana citoplasmatica sia 1’obiettivo principale, oltre che primario dei peptidi
antimicrobici, la cui attivita puo dirsi specifica nei confronti dei batteri proprio in virtu delle differenze
riscontrabili tra le membrane cellulari delle cellule eucariotiche e procariotiche in termini di carica e
composizione (Epand e Vogel, 1999). L’interazione iniziale con la membrana cellulare ¢ soggetta alle
forze elettrostatiche che si instaurano tra le cariche positive dell’AMP e quelle negative della superficie
batterica. I peptidi che agiscono mediante azione litica sfruttano la loro natura anfipatica per aumentare
la permeabilita della membrana, alterandone la funzionalita fino a compromettere irreversibilmente la
sopravvivenza della cellula target (Brogden, 2005). Nel caso dei batteri Gram-negativi, i peptidi
antimicrobici dapprima interagiscono con la membrana esterna del lipopolisaccaride anionico, ne
interrompono la struttura e accedono a quella interna. Nel caso dei batteri Gram-positivi, invece,
’attrazione elettrostatica determina il legame tra AMPs e acidi teicoici anionici della parete cellulare,
cui consegue 1’accumulo dei peptidi sulla superficie batterica e quindi la loro diffusione verso la
membrana citoplasmatica interna.

In ogni caso, dopo ’interazione iniziale con la membrana interna, 1 peptidi antimicrobici si organizzano
in semplici strutture polimeriche, 1 cosiddetti canali peptidici, che ne interrompono la continuita.

Sono stati descritti tre meccanismi attraverso cui tali molecole riescono a destabilizzare la membrana
cellulare batterica. Nel modello toroidal pore il riarrangiamento dei peptidi associati ai lipidi determina
la formazione di pori. Le teste polari dei lipidi di membrana sono in contatto con i peptidi che, inseriti
perpendicolarmente al doppio strato, fanno ripiegare la membrana stessa verso I’interno fino a formare
un poro misto.

Anche il modello barrel-stave prevede la formazione di pori, ma in questo caso 1 pori sono creati

mediante un assemblaggio circolare di peptidi anfipatici a livello transmembrana, in modo tale che i
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loro domini idrofobici puntino verso le catene lipidiche della membrana e le porzioni idrofiliche, al
contrario, puntino verso I’interno del poro.

Il modello carpet-like, che ¢ stato ipotizzato per la traslocazione cellulare di peptidi antimicrobici,
prevede un’iniziale associazione del peptide con la superficie della membrana; i peptidi, disposti
parallelamente alla membrana, si aggregano e rivestono aree della membrana stessa (avvolgendole
come un tappeto), determinando una riorganizzazione dei lipidi e un’interruzione della membrana

(Campagna et al., 2007).

Cell membrane Antimicrobial peptides
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Fig. 5.2 Modelli di permeabilizzazione della membrana batterica.

Alcuni peptidi, che invece agiscono con meccanismo non litico, ruotano dalla faccia esterna a quella
interna della membrana, attraversandola; una volta penetrati a livello citoplasmatico, tali peptidi si
legano elettrostaticamente a un bersaglio vitale, compromettendo 1’equilibrio dell’ambiente interno
della cellula (Park et al., 2000). L’azione di AMPs disturba alcuni specifici processi cellulari,
determinando I’inibizione della sintesi degli acidi nucleici, degli enzimi coinvolti nella modificazione
degli amminoglicosidi e di diversi componenti strutturali della cellula, o ancora il blocco della sintesi

e del corretto folding proteico (Boehr et al., 2003).
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Fig. 5.3 Meccanismi d’azione di AMPs su bersagli intracellulari.

Non ¢ comunque da escludere che alcuni AMPs possano presentare piu di un meccanismo d’azione,
come la destabilizzazione della membrana cellulare combinata con 1’inibizione di uno o piu bersagli
intracellulari, in dipendenza della struttura e della composizione in residui amminoacidici. A tal
proposito, ¢ giusto sottolineare come una singola sostituzione amminoacidica in un AMP, pur non
alterando profondamente le proprieta biofisiche e quindi 1’azione della molecola, possa perd modificare
drasticamente il suo spettro antimicrobico (Seshadri Sundararajan et al., 2012; Fan et al., 2016; Waghu

et al. 2016; Wang et al., 2016).

5.1.2 AMP IDR-1018

La famiglia degli AMPs comprende peptidi che mostrano di possedere anche attivita antibiofilm. Tali
molecole sono solitamente brevi sequenze anfipatiche con un numero elevato di residui basici (R o K)
e almeno il 50% di amminoacidi idrofobici (Amer et al., 2010; de la Fuente-Nuiez et al., 2012, 2014;
Overhage et al., 2008; Pompilio et al., 2011) e si dimostrano efficaci contro il biofilm batterico a
concentrazioni inferiori rispetto alla concentrazione minima inibente (MIC), ossia la piu bassa
concentrazione in grado di inibire la crescita batterica visibile, per le cellule planctoniche (Amer et al.,

2010; de la Fuente-Nudez et al., 2012, 2014; Overhage et al., 2008; Pompilio et al., 2011).
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Recentemente, Hancock et al. hanno sviluppato un peptide chiamato regolatore di difesa innato (/nnate
Defence Regulator) IDR-1018, che mostra un’attivita antibiofilm ad ampio spettro (de la Fuente-Nuiiez
et al.,, 2012, 2014; Reffuveille et al., 2014). IDR-1018 ¢ un peptide naturale di 12 aminoacidi
(VRLIVAV- RIWRR-NH,) derivato della bactenecina, il peptide di difesa dell’ospite bovino (HDP),
appartenente alla famiglia delle catelicidine. Diversi studi, condotti negli ultimi anni, attribuiscono

funzioni rilevanti a questo peptide, e specificamente:

1) attivita antibiofilm verso un ampio spettro di batteri patogeni (de la Fuente-Nufiez et al.,
2012, 2014; Reffuveille et al., 2014);

i1) induzione dei linfociti e regolazione della produzione di citochine (Pena et al., 2013;
Wieczorek et al., 2010);

111) riduzione delle infezioni tissutali (Wieczorek et al., 2010).

L’attivita antimicrobica di IDR-1018 ¢ stata dimostrata contro numerosi batteri Gram-negativi e Gram-
positivi, con valori MIC compresi tra 5 e 260 pg/ml, (de la Fuente-Nuiez et al., 2014; Reffuveille et
al., 2014; Wieczorek et al., 2010).

5.1.3  Studio in silico AMP PEP]

Questa fase sperimentale ¢ stata svolta in collaborazione con I’Istituto IBBR del CNR di Napoli.
L’approccio in silico ha permesso la progettazione ex novo tramite software, a partire dal peptide IDR-
1018, di una molecola che si prevede sia altamente stabile e dotata di evidente effetto antimicrobico
utilizzata negli studi e che chiameremo PEP1. Tutte le posizioni amminoacidiche nella sequenza IDR-
1018 sono state mutate sequenzialmente, introducendo un residuo di K per aumentare ulteriormente la
carica positiva, uno dei fattori piu critici per migliorare la potenziale interazione di agenti antimicrobici
con la membrana esterna dei batteri.

I peptidi progettati in silico sono stati poi analizzati dagli strumenti di calcolo sul sito Web del database
dei peptidi antimicrobici (Wang et al., 2016) e dagli strumenti ProtParam sul portale delle risorse
bioinformatiche di ExPASy. La valutazione dell’indice di Boman (Radzicka e Wolfenden, 1988),
misura dell’affinita del peptide alle proteine e della sua capacita di stabilire interazioni biologiche, ha
permesso di identificare se e quale mutazione avesse prodotto una riduzione della potenziale attivita

del peptide antimicrobico.
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PEP1 mostra un’alta selettivita nei confronti dei batteri, probabilmente a causa delle differenze nella
composizione in lipidi complessi della membrana cellulare procariotica. E stato ampiamente riportato
in letteratura scientifica che 1 peptidi antimicrobici cationici possono legarsi preferenzialmente al
doppio strato fosfolipidico caricato negativamente delle cellule batteriche rispetto a quelli nel loro
complesso neutri delle cellule eucariotiche (Jiang et al., 2008). Questi risultati dimostrano ulteriormente
1 potenziali vantaggi che si possono ottenere utilizzando formulazioni per applicazioni cliniche e
biotecnologiche, comprese dunque quelle nel settore dell’industria alimentare.

Molti articoli recenti riportano di AMPs naturali legati a nanoparticelle metalliche, principalmente oro
o argento (Morales-Avila et al., 2017; Li et al., 2014), o caricati in nanocarrier porosi (Kwon et al.,
2017), che mostrano attivita antibatterica contro patogeni umani (principalmente Escherichia coli).
Sono state quindi progettate nanoparticelle ibride polimero-oro (AuNP) mediante coniugazione

covalente di peptidi alla superficie AuNP utilizzando la chimica della carbodiimmide.
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FASE 2

5.2 VALUTAZIONE DELL’ATTIVITA ANTIMICROBICA E ANTIBIOFILM DI AMP
PEP1 vs S. AUREUS.

Questa fase sperimentale ¢ stata condotta in collaborazione con I’Istituto IBBR del CNR e il
Dipartimento di Scienze degli Alimenti e del Farmaco dell’Universita di Parma.

Scopo di questo studio ¢ stata la valutazione dell’attivita antimicrobica e anti-biofilm di PEP1 nei
confronti di ceppi di riferimento e isolati da matrice alimentare di Staphylococcus aureus, al fine di
valutare il potenziale uso e I’efficacia di questo peptide nella lotta contro tale patogeno responsabile di

malattia a trasmissione alimentare.

5.2.1 Materiali e Metodi
MATERIALI

In questo studio sono stati utilizzati due ceppi di riferimento dalla raccolta ATCC, ossia lo S. aureus
sensibile alla meticillina (MSSA) ATCC 35556, noto produttore di biofilm su polistirene (Di Ciccio et
al., 2015; Thompson et al., 2010) e lo S. aureus resistente alla meticillina (MRSA) ATCC 33591, ceppo
noto per la sua forte capacita adesiva (Gowrishankar et al., 2016).

Inoltre, ¢ stato incluso in questo studio un ceppo enterotossigeno di S. aureus isolato da formaggio
(SA1). Tutti i terreni di coltura, se non diversamente specificato, sono stati acquistati da Oxoid (Milano,
Italia). Per il lavaggio e il risciacquo dei batteri ¢ stata utilizzata una soluzione salina tamponata con

fosfato (PBS).

METODI

1. Test dell’attivita antibatterica

La concentrazione minima inibente (MIC) e la concentrazione minima battericida (MBC) sono state
determinate con il metodo della microdiluizione in brodo, seguendo le raccomandazioni del Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). Le colture batteriche testate sono state coltivate su Tryptic
Soy Agar (TSA) a 37°C per 24 ore. Le colonie isolate sono state quindi inoculate in Tryptic Soy Broth
(TSB), cresciute per 16 ore a 37°C e diluite a 5x10° UFC/ml in Muller Hinton Broth (MHB-II;
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Liofilchem, Italia). I batteri sono stati trattati con AMP PEP1 (compreso tra 0,156 ¢ 80uM) in 100 ul
terreno di coltura (MHB-II) per 16 ore a 37°C. La crescita cellulare ¢ stata misurata dall’assorbanza a
620 nm tramite un lettore di micropiastre (Victor, PerkinElmer, Waltham, MA). La MIC ¢ definita
come la piu bassa concentrazione del peptide a cui non ¢ stata rilevata alcuna crescita batterica. Per
determinare la MBC, 50uL di sospensione cellulare batterica sono stati prelevati sulla base dei valori
di MIC e coltivati su piastre TSA. Le cellule batteriche sono state enumerate dopo incubazione a 37°C
per 24-48 ore. La MBC ¢ definita come la concentrazione piu bassa di peptide necessaria a uccidere
oltre il 99,9% delle cellule batteriche. Il test ¢ stato eseguito almeno sei volte per ogni ceppo e tutti gli

esperimenti sono stati condotti in triplicato.

2. Inibizione della formazione di biofilm

La capacita di PEP1 di prevenire la formazione di biofilm ¢ stata valutata in piastre per microtitolazione
in polistirene a fondo piatto a 96 pozzetti (SPL Life Sciences, Corea). Secondo il metodo descritto da
Stepanovi¢ et al. (2007), con leggere modifiche, 200uL di S. aureus ATCC 35556, MRSA ATCC
33591 o S. aureus isolato da matrice alimentare (SAi), diluiti serialmente in TSB fino alla
concentrazione di 5x10° UFC/mL, sono stati inoculati in ciascun pozzetto delle piastre per
microtitolazione, in cui ¢ stato poi aggiunto il peptide alla concentrazione di 80uM. Le piastre sono
state quindi incubate a 37°C per 24 ore. Dopo I’incubazione, il surnatante ¢ stato scartato e ogni
pozzetto ¢ stato lavato tre volte con 300uL di soluzione PBS sterile. I batteri rimanenti sono stati
termofissati (60°C, 60 minuti) e poi colorati con 150pL di crystal violetto al 2% (Laboratori Conda,
Madrid, Spagna) per 20 minuti. Dopo la colorazione, i batteri sono stati risciacquati con acqua corrente.
La micropiastra ¢ stata asciugata all’aria a temperatura ambiente e il colorante fissato alle cellule ¢ stato
risolubilizzato, distribuendo 150uL di etanolo al 95% in ciascun pozzetto (reagenti Carlo Erba, Milano,
Italia). La densita ottica (OD) di ciascun pozzetto colorato con crystal violetto ¢ stata misurata a 540
nm con un lettore di piastre per microtitolazione (Victor, Perki-nElmer, Waltham, MA). Il test ¢ stato
eseguito almeno sei volte per ogni ceppo e tutti gli esperimenti sono stati condotti in triplicato.

In base ai valori di OD dei controlli negativi, il valore soglia (ODc) ¢ stato stabilito secondo la formula:

ODunedia + 3 * Deviazione standard.

Il valore OD (controllo, trattato con PEP1) ¢ espresso come valore medio sottratto del valore ODc.
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3. Determinazione della concentrazione minima di eradicazione del biofilm

Il saggio della concentrazione minima di eradicazione del biofilm (MBEC) ¢ stata eseguito per testare
la sensibilita di biofilm preformati di S. aureus ATCC 35556, MRSA ATCC 33951 o SA; all’azione di
PEP1 (Ceri et al., 2001). In breve, 150ul di inoculo batterico alla concentrazione di 10° UFC/ml sono
stati aggiunti ai pozzetti a fondo piatto di una piastra per microtitolazione (Nunc, Roskilde, Denmark).
Quindi, le piastre sono state chiuse con un coperchio a 96 pioli (coperchi Immuno TSP; Nunc, Roskilde,
Denmark), sigillate con Parafilm® e posizionate su un agitatore per microtitolazione (agitatore per
microtitolazione digitale MTS 2/4, IKA-Works, Staufen im Breisgau, Germania), impostato su 150
rotazioni al minuto (rpm), in atmosfera umidificata (40%) a 37°C (G-Cell 115, Fratelli Galli, Milano,
Italia) per 24 ore, per consentire la formazione di biofilm sui pioli. Successivamente, i batteri in forma
planctonica sono stati rimossi risciacquando il coperchio in 200ul di soluzione PBS sterile. I biofilm
cosi formati sui pioli sono stati quindi immersi in 200ul di soluzione PBS contenenti PEP1 a
concentrazioni note (da 0,25 a 80uM) ed esposti alla sua azione per 24 ore a 37°C. Dopo 1’esposizione,
il coperchio ¢ stato risciacquato per 1 minuto, trasferito su una nuova piastra per microtitolazione
contenente 200 pl/pozzetto di TSB fresco e poi sonicato per 15 minuti (Ultrasonik 57H; NEY, USA),
al fine di disperdere le cellule dalla superficie del piolo (piastra di recupero). Dopo la sonicazione, 50l
sono stati utilizzati per preparare diluizioni seriali poi piastrate (20ul) su TSA. Il coperchio a pioli ¢
stato quindi scartato e la piastra di recupero ¢ stata coperta con un normale coperchio e incubata per 24
ore a 37°C. La MBEC ¢ definita come la concentrazione minima di PEP1 utile a eradicare il biofilm
batterico dopo un periodo di recupero di 24 ore a 37°C. Il test ¢ stato eseguito almeno quattro volte per

ogni ceppo e tutti gli esperimenti sono stati eseguiti in triplicato.

4. Test di eradicazione del biofilm

Per il test di eradicazione del biofilm, sono stati allestiti 150ul di inoculo di S. aureus ATCC 35556,
MRSA ATCC 33591 e S. aureus da matrice alimentare (SA1) a una concentrazione di 10° UFC/ml. I
biofilm, in formazione su coperchio a pioli, sono stati incubati per 24 ore a 37°C, in agitatore a 150
rpm. Quindi, le cellule sono state esposte all’azione di PEP1 (80uM) in differenti tempi di contatto, da
1 minuto a 48 ore a 37°C. Le cellule sono state recuperate in TSB mediante sonicazione a temperatura
ambiente per 15 minuti. Un’aliquota da ciascun pozzetto ¢ stata piastrata su TSA e poi la piastra per
microtitolazione ¢ stata incubata a 37°C per 24 ore. Dopo I’incubazione, ’OD ¢ stata rilevata
utilizzando un lettore di micropiastre (Victor, PerkinElmer, Waltham, MA), mentre la lettura delle
piastre di TSA ¢ stata eseguita dopo 24 ore di incubazione a 37°C. Il conteggio delle cellule formanti

il biofilm, espresso in Logio UFC/piolo, ¢ stato calcolato con la seguente formula:
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Logio [(X-B~1) (D)*+1]

dove:
X ¢ il numero delle colonie su piastra,
B ¢ il volume di TSB piastrato

D ¢ la diluizione.

Il test & stato eseguito almeno sei volte per ogni ceppo e tutti gli esperimenti sono stati condotti in

triplicato.

5. Spettroscopia di dicroismo circolare

La struttura secondaria dei peptidi ¢ stata studiata mediante spettroscopia di dicroismo circolare (CD)
attraverso uno spettropolarimetro Jasco J-810 (Tokyo, Giappone). I campioni di peptidi a diverse
concentrazioni (40, 60 e 80 uM in PBS) sono stati caricati in una cuvette di quarzo con lunghezza del
percorso di 0,1 cm (Hellma Analytics, Milano, Italia) e gli spettri sono stati registrati a 25°C
nell’intervallo di 190 nm — 260 nm a velocita di scansione di 20 nm/min, su una media di 5 scansioni
e in presenza di SDS da 3mM come ambiente che simula la membrana. Per analizzare gli spettri di
dicroismo circolare ottenuti nelle diverse condizioni sperimentali, il contributo dei tre elementi di
struttura secondaria (a-elica, foglietto-3 e bobina casuale) alla struttura complessiva del peptide ¢ stato
stimato dal sito DICHROWEB (Lobley et al., 2002; Whitmore ¢ Wallace, 2004, 2008) utilizzando
I’algoritmo CDSSTR (Sreerama ¢ Woody, 2000; van Stokkum et al., 1990) e il web server BeStSel
(Beta Structure Selection), liberamente accessibile all’indirizzo http://bestsel.elte.hu/index.php

(Micsonai et al., 2018).

6. Microscopia elettronica a scansione

L’architettura tridimensionale del biofilm di S. aureus ATCC 35556 esposto a PEP1 ¢ stata studiata
utilizzando la microscopia elettronica a scansione (SEM). I biofilm sono stati incubati per 24 ore ¢
quindi esposti a PEP1 (80uM), come descritto in precedenza, per 16 ore a 37°C. I pioli sono stati
rimossi dal coperchio utilizzando una lama sterilizzata a fiamma e le cellule sono state fissate con
glutaraldeide al 2,5% (Polysciences Inc., Warrington, PA, USA) in PBS a 4°C per 16 ore. I campioni
sono stati lavati per 5 minuti per tre volte con soluzione PBS e disidratati con alcol a concentrazione

crescente (50% - 99% di etanolo; reagenti Carlo Erba, Milano, Italia) a temperatura ambiente. I
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campioni sono stati essiccati sotto cappa per 72 ore e poi rivestiti con uno strato di palladio dorato,
utilizzando un dispositivo di rivestimento SCD 040 (Balzer Union, Liechtenstein). I campioni sono
stati osservati utilizzando un microscopio elettronico a scansione Zeiss DSM 950 a una tensione di
accelerazione di 10 kV (Zeiss, Oberkochen, Germania). Le immagini sono state elaborate per la

visualizzazione utilizzando Photoshop (Adobe Systems Inc., San Jose, CA).

7. Analisi Statistiche

Le analisi statistiche sono state effettuate utilizzando GraphPad Prism version 7.04 per Windows
(GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com). Il tasso di inibizione del biofilm
(OD media 540nm) per ciascun ceppo ¢ stato esaminato utilizzando il #-test per campioni indipendenti. 11
tasso di eradicazione del biofilm (conta vitale del biofilm in ogni tempo della sperimentazione, espressa
in Logio UFC/piolo) per ogni ceppo ¢ stato esaminato utilizzando un test di Kruskall-Wallis, con un
test post-hoc di Dunn usato per identificare le differenze individuali rispetto al controllo non trattato
(PBS) per ciascun ceppo in ogni tempo sperimentale. In tutti i casi, la significativita ¢ stata indicata con

una probabilita di p < 0.05.

5.2.2 Risultati e Discussione

1. Attivita antimicrobica di PEP1 su cellule planctoniche di S. aureus

I1 peptide antimicrobico PEP1 ¢ riuscito a inibire la crescita dei due ceppi di riferimento di S. aureus,
MSSA ATCC 35556 e MRSA ATCC33591, nonché quella del ceppo selvaggio SAj, al valore MIC di
20uM. Per studiare ulteriormente 1’attivita antimicrobica del peptide, ¢ stato valutato anche il valore
MBC. In particolare, la MBC ¢ risultata essere di 20pM, un valore significativamente sovrapponibile
a quello di MIC. Cio suggerisce la considerazione che tale composto abbia una modalita di azione
battericida contro S. aureus ATCC 35556, MRSA ATCC 33591 e SA;. Inoltre, un confronto con il
peptide originario IDR-1018 ha rivelato che il valore MIC di AMP PEP1 ¢ pari alla meta della
concentrazione richiesta da IDR-1018 per inibire completamente la crescita di un ceppo MRSA (cioe
40uM), come riportato da de la Fuente-Nuifiez et al. (2014), il che mostra un miglioramento nelle

prestazioni di inibizione cellulare di PEP1.
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2. Valutazione dell’attivita di PEP1 contro la formazione di biofilm di S. aureus

Considerando quanto siano problematiche le contaminazioni associate al biofilm di stafilococco in fatto
di trattamenti sanificanti mirati a distruzione ed eradicazione, si ¢ deciso di testare la capacita di AMP
PEP1 di prevenire la formazione di biofilm. A tal fine, i tre ceppi inclusi nello studio sono stati coltivati
in forma planctonica in assenza o presenza di una concentrazione di peptide pari a 80uM. Come
mostrato in Fig. 5.4, la quantificazione della biomassa ha confermato la forte capacita dei due ceppi di
riferimento (MSSA ATCC 35556 e MRSA ATCC 33591) di produrre biofilm, nonché la moderata
capacita di formazione di biofilm del ceppo enterotossigeno SA;. Il confronto con il campione controllo
non trattato fa emergere la straordinaria capacita di PEP1 di ridurre la biomassa del biofilm di tutti i
ceppi di S. aureus (t-test non accoppiato; p <0,0001). Il peptide ha inibito con successo la formazione
di biofilm in ciascuno dei ceppi, come confermato dai valori di OD dei campioni trattati (tutti al di sotto
del valore soglia di OD che definisce la formazione di biofilm), rivelando cosi un forte impatto anti-
biofilm di PEP1 sui patogeni di origine alimentare oggetto del saggio sperimentale. Ulteriori indagini
hanno chiaramente suggerito che & necessaria una concentrazione di peptide di almeno 80uM per

prevenire completamente la formazione di biofilm da parte di tutti i ceppi di interesse.
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Fig. 5.4 Capacita di inibizione della produzione di biofilm di PEP1 vs S. aureus

Inibizione della produzione di biofilm nei ceppi di MSSA ATCC 35556, MRSA ATCC 33591 e S. aureus SA1 da parte di
PEPI [80uM]. I valori medi di OD sono mostrati con barre di errore che rappresentan rappresentano la deviazione
standard. *** indica una differenza significativa (p <0,001) tra i campioni trattati e quelli di controllo. La linea

tratteggiata indica il valore di cut off OD (ODc), che definisce la formazione del biofilm.
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3. Determinazione della concentrazione minima di eradicazione del biofilm (MBEC)

Parallelamente, ¢ stato importante valutare la potenziale applicazione di PEPI nell’eradicazione di
biofilm preformato. In questo contesto, i risultati ottenuti hanno mostrato che un’eradicazione completa
del biobilm di S. aureus ATCC 35556 ¢ stata raggiunta quando il peptide ¢ stato utilizzato alla
concentrazione di 80 uM, per quanto una concentrazione di 40 uM, pari al doppio della MIC, dia gia
in grado di determinare una riduzione di 1,7 Logio UFC/piolo della biomassa del biofilm. Allo stesso
modo, anche 1 biofilm di MRSA ATCC 33591 e SA; sono stati completamente eliminati utilizzando il
peptide alla stessa concentrazione di 80uM. AMP PEPI1, pertanto, non solo ha confermato la sua
capacita di inibire la formazione di biofilm, ma ha anche mostrato una forte attivita di eradicazione

contro 1 biofilm di stafilococco preformato.

4. Cinetica di azione di PEP1 contro i biofilm stabilizzati di S. aureus

La variazione della quantita di biomassa durante il trattamento con peptidi ¢ stata ulteriormente
esaminata per indagare la cinetica di azione di AMP PEP1. Come riportato in Fig. 5.5, la densita delle
cellule di S. aureus MSSA ATCC35556, MRSA ATCC 33591 e SA1 nei biofilm ¢ stata ridotta gia dopo
1 minuto di esposizione. In particolare, nel caso di MSSA ATCC 35556 e SA; ¢ stata osservata
I’interruzione completa delle superfici cellulari del biofilm dopo 5 minuti, indicando un’efficacia
battericida rapida e sostanziale di AMP PEP1 (p < 0,0001). D’altra parte, sebbene una riduzione
significativa delle cellule vive (quasi il 50%, p = 0,0015) nei biofilm MRSA ATCC 33591 sia stata
osservata dopo 5 minuti, la completa eradicazione del biofilm ¢ stata apprezzata dopo 15 minuti di
esposizione al peptide (p < 0,0001). L assenza definitiva e conclamata di cellule vitali ¢ stata rilevata

in un intervallo di tempi di sperimentazione che va da 30 minuti a 48 ore di incubazione.
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Fig. 5.5 Attivita di eradicazione di PEPI su biofilm preformato di S. aureus.

Mediana e barra di errore dell attivita di eradicazione di PEP1 (80 microMol) verso il biofilm prodotto per 24h da MSSA
ATCC 35556, MRSA ATCC 33591 e S. aureus SA1 a diversi tempi di esposizione (I’intervallo di confidenza dei baffi ¢ del
95%).

Questi risultati hanno rivelato che PEP1 ¢ in grado di rimuovere le cellule del biofilm entro 15 minuti,
mostrando una notevole e rapida attivita anti-biofilm contro i1 ceppi produttori di biofilm oggetto del
saggio. Questi risultati sono piuttosto rilevanti, in quanto ¢ ormai noto che gli stafilococchi hanno
sviluppato diversi meccanismi molecolari di resistenza ai peptidi antimicrobici (Peschel e Sahl, 2006).
Tali meccanismi, geneticamente determinati, consistono nell’alterazione della carica superficiale della
membrana batterica, oltre che nella sintesi di proteasi extracellulare, esopolimeri e pompe di efflusso
(Joo e Otto, 2015), e potrebbero anche contribuire alla diversa suscettibilita dei ceppi testati nei
confronti del peptide. Cio che sorprende positivamente € la velocita di azione del peptide sui biofilm
esistenti emersa dalle prove sperimentali. Nello specifico, i peptidi antimicrobici finora studiati hanno
mostrato la capacita di eradicare il biofilm maturo dopo tempi di esposizione decisamente piu lunghi
(ad esempio, 6 ore di trattamento) (Laverty et al, 2015). Il fatto che PEP1 dimostri di possedere un
meccanismo d’azione molto rapido permette di ipotizzare che sia in grado di uccidere 1 batteri in un
modo che non coinvolge necessariamente un messaggero di risposta intracellulare, poiché questa

strategia richiederebbe un tempo piu lungo per dare risultati.

5. Analisi al microscopio elettronico a scansione degli effetti di PEP1 su biofilm di S. aureus

Numerosi peptidi antibatterici uccidono 1 batteri prevalentemente attraverso meccanismi di
permeabilizzazione della membrana cellulare, grazie alle loro proprieta anfifiliche, che li rendono in

grado di inserirsi facilmente nel doppio strato lipidico della struttura (Batoni et al, 2016; Brogden,
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2005). Come mostrato in Fig. 5.6, 1 biofilm di controllo (in assenza di peptide) erano uniformi e
saldamente adesi al substrato con una rete continua, estesa e interconnessa di cellule e matrici
esopolimeriche. Inoltre, 1 pioli di controllo sono risultati coperti da strutture multistrato e

tridimensionali di cellule sessili.

Fig. 5.6 Biofilm di S. aureus. Immagini SEM.

Immagini di microscopia elettronica a scansione del biofilm di S. aureus ATCC 35556 in assenza (4, B, C) e presenza (D,

E, F) di PEPI (80uM). Ingrandimento: 1250x (A, D); 5000x (B, E); 10000x (C, F).

Al contrario, I’esposizione a PEP1 ha indotto un significativo danno alla membrana entro 16 ore
dall’inizio dell’esposizione, e la disgregazione del biofilm era evidente per la presenza visibile di
residui fluttuanti di matrice e agglomerati discontinui di cellule, oltre a piccoli aggregati cellulari che
presentavano danni sulla superficie della membrana (Fig. 5.7), a riprova della sua destabilizzazione e

compromissione.
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1 1 um

Fig. 5.7 Danno cellulare. Inmagine SEM.

Immagine di microscopia elettronica a scansione che mostra il danno a carico della membrana di S. aureus ATCC 35556

dopo trattamento con PEPI. Ingrandimento: 20000x.

La modifica strutturale indotta da PEP1 ha suggerito che la modalita di azione del peptide puo essere
diretta alla membrana cellulare piuttosto che ai messaggeri intracellulari coinvolti nella formazione del

biofilm.
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FASE 3

53 VALUTAZIONE DELL’ATTIVITA ANTIMICROBICA E ANTIBIOFILM DI AMP
PEP1 vs SALMONELLA SPP.

Questa fase sperimentale ¢ stata svolta in collaborazione con I’Istituto LHICA dell’Universita di
Santiago di Compostela.

In questo studio ¢ stata esaminata 1’attivita antimicrobica e anti-biofilm del peptide PEP1 contro diversi
sierotipi di Salmonella enterica, poi associata ai profili di resistenza dei ceppi oggetti del saggio

sperimentale.
5.3.1 Materiali e Metodi
MATERIALI

1. Selezione dei ceppi

L’attivita antimicrobica del peptide PEP1 ¢ stata studiata contro quarantaquattro diversi ceppi di
Salmonella, appartenenti a S. enterica subspecie enterica, S. enterica subspecie salamae e S. enterica
subspecie arizonae. Di questi, due ceppi di riferimento sono stati forniti dalla Coleccion Espaniola de
Cultivos Tipo (CECT) e dieci dal Laboratorio di Referenza Nazionale spagnolo (NRL) per la
salmonellosi negli animali. Ventotto isolati selvatici sono stati raccolti da campioni di pesce (uno),
paglia (uno) e feci animali, molti dei quali provenienti da allevamenti di polli da carne. La capacita di
PEP1 di prevenire la formazione di biofilm ¢ stata valutata contro undici di queste specie o sierotipi. I

dettagli sui ceppi impiegati nello studio e sui test eseguiti sono mostrati nella Tab. 5.1
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Tab. 5.1 Origine dei ceppi di Salmonella enterica e prove programmate.

Salmonella subspecies and serovar Source MIC MBC BIC
S. Enteritidis CECT 4300 CECT v v v
S. Typhimurium CECT 4594 CECT v v v
S. Agama Spanish NRL for Salmonellosis in animals v v

S. Dublin Spanish NRL for Salmonellosis in animals v v v
S. Eboko Spanish NRL for Salmonellosis in animals v v

S. Hadar Spanish NRL for Salmonellosis in animals v v v
S. Infantis Spanish NRL for Salmonellosis in animals v v v
S. Jerusalem Spanish NRL for Salmonellosis in animals v v

S. Meleagridis Spanish NRL for Salmonellosis in animals v v v
S. Poona Spanish NRL for Salmonellosis in animals v v

S. Richmond Spanish NRL for Salmonellosis in animals v v

S. Virchow Spanish NRL for Salmonellosis in animals v v v
S. Anatum Bovine faeces v v

S. Bardo Chicken faeces v v

S. Bredeney Chicken faeces v v

S. Dabou Chicken faeces v v

S. Drac Chicken faeces v v

S. Enteritidis Chicken faeces v v v
S. Isangi Chicken faeces v v

S. Mbandaka Chicken faeces v v

S. Mikawasima Chicken faeces v v

S. Montevideo Chicken faeces v v

S. Ndolo Chicken faeces v v

S. Newport Chicken faeces v v

S. Seftenberg Chicken faeces v v

S. Stanleyville Chicken faeces v v

S. Thompson Chicken faeces v v

S. Typhimurium Chicken faeces v v v
S. Typhimurium 1 Chicken faeces v v

S. Typhimurium 2 Chicken faeces v v

S. Typhimurium 3 Chicken faeces v v

S. Typhimurium 4 Chicken faeces v v

S. Typhimurium 5 Chicken faeces v v

S. Typhimurium 6 Chicken faeces v v

S. Typhimurium 7 Chicken faeces v v

S. Typhimurium 8 Chicken faeces v v

S. arizonae, serotype 48: z4, 723 Chicken faeces N v

S. arizonae, serotype 48: z4, 723, z32 Chicken faeces v N

S. salamae, serotype 4, 12:b- Chicken faeces v v

S. salamae, serotype 6, 8:g, m, t Chicken faeces v N v
S. Cerro Fish v v

S. Typhimurium monofasica Straw (cattle feed) v v v
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I ceppi selvatici sono stati isolati da feci di bovino e pollo, pesce e paglia (lettiera) secondo ISO 6579-
1: 2017 (ISO, 2017). In breve, i campioni sono stati miscelati con acqua peptonata tamponata (Merck
Millipore, Germania) a /10 p/v e incubati per 18 ore a 37°C. Quindi, un volume di 100 pl di campione
incubato ¢ stato inoculato su terreno semisolido modificato Rappaport-Vassiliadis (Difco Laboratories,
USA) e incubato a 41°C per 48 ore per 1’arricchimento selettivo. Successivamente, le piastre presunte
positive per Salmonella sono state prelevate con un’ansa da inoculo sterile e piastrate su terreno
selettivo XLD agar (Oxoid Ltd., Hampshire, Regno Unito) e su chromID Salmonella agar (SM-ID2,
bioMerieux, Marcy-1’Etoile, France) a 37°C per 24 ore. Le colonie presunte di Salmonella sono state
piastrate in Nutrient Agar (PanReac AppliChem, Spagna) e incubate per 24 ore a 37°C. Gli isolati sono
stati confermati da un test di agglutinazione (Microgen, Londra, Regno Unito) e API 20E (bioMerieux)
e quindi sierotipizzati utilizzando lo schema di tipizzazione Kauffman-White per la rilevazione di

antigeni somatici (O) e flagellari (H) con antisieri standard (Bio-Rad Laboratories, California, USA).

2. Terreni e Reagenti

I1 Muller-Hinton Broth (Panreac Applichem, Spagna) e il Nutrient Agar (Panreac Applichem, Spagna)
sono stati utilizzati per la rivitalizzazione e la preparazione di inoculi batterici. La conferma di specie
¢ stata effettuata su terreno selettivo XLD (Oxoid, Regno Unito) e CHROMID® SM?2 (Biomérieux,
Francia). Le diluizioni seriali sono state eseguite con soluzione salina allo 0,85% (cloruro di sodio
99,85%, Acros Organics). Il crystal violetto (Panreac Applichem, Spagna) e il metanolo (EMSURE®
ACS, ISO, Reag. Ph. Eur., Merck, USA) sono stati utilizzati per il BIC test (concentrazione inibente il
biofilm), rispettivamente per colorare i batteri e per risolubilizzare il colorante legato alle cellule in

ogni pozzetto della micropiastra.

METODI

1. Test dell’attivita antibatterica

Preliminarmente, i ceppi batterici congelati a -80° C sono stati rivitalizzati in brodo di Muller-Hinton
a 37°C per 24 ore e poi fatti crescere su Nutrient Agar a 37°C per altre 24 ore. Le colture per 1’inoculo
batterico sono state ottenute trasferendo le colonie isolate su piastra in una soluzione salina allo 0,85%
fino a raggiungere una concentrazione batterica di 0,5 McFarland. Le sospensioni di coltura sono state
diluite in serie fino a 10> UFC/ml in brodo di Muller-Hinton, concentrazione confermata mediante
enumerazione in piastra, dopo aver seminato 100 pl di soluzione MH su terreno selettivo (incubazione

in aerobiosi a 37°C per 24-48 ore).
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La concentrazione minima inibente (MIC) ¢ definita come la concentrazione piu bassa del peptide alla
quale non ¢ stata rilevata alcuna crescita batterica. La concentrazione battericida minima (MBC) ¢
definita come la concentrazione piu bassa di peptide alla quale viene ucciso piu del 99,9% delle cellule
batteriche. Per valutare MIC e MBC ¢ stato adottato il metodo descritto da Colagiorgi et al. (2020).
Ciascun ceppo ¢ stato esposto a diverse concentrazioni di PEP1. Lo stock intermedio del peptide ¢ stato
preparato giornalmente e all’occorrenza mediante sonicazione dello stock congelato, poi diluito a una
concentrazione di 256 pg/ml in brodo di Muller-Hinton. Ottenuti cosi gli inoculi e la soluzione test di
peptide, ogni pozzetto della micropiastra ¢ stato riempito con 50 ul di sospensione batterica (1x10°
UFC/ml) e 50 pl di concentrazione decrescente di peptide (compresa tra 256 ¢ 0,25 pg/ml). Quindi, la
micropiastra ¢ stata incubata a 37°C per 20 ore. La crescita cellulare ¢ stata valutata apprezzando il
sedimento sul fondo dei pozzetti. Per valutare la MBC, 100 pl di sospensione sono stati prelevati dai
primi tre pozzetti classificati come inibitori (tre pozzetti precedenti il primo in cui ¢ visibile il
sedimento) e seminati su Nutrient Agar, poi incubato a 37°C per 24 ore. Il saggio dell’attivita

antimicrobica ¢ stato replicato almeno tre volte per tutti i ceppi.

2. Inibizione della formazione di biofilm

L’inibizione della formazione del biofilm ¢ stata determinata in piastre per microtitolazione in
polistirene a fondo piatto a 96 pozzetti utilizzando il metodo descritto da O’Toole (2011). Gli inoculi
batterici e le preparazioni di stock intermedio peptidico sono state eseguite quotidianamente come
descritto per il MIC test. Dopo la rivitalizzazione, le colture batteriche sono state diluite in serie fino a
5x10% UFC/ml e 5x10* UFC/ml, per dimostrare ’attivita anti-biofilm del peptide contro due diverse
concentrazioni di sospensione batterica. La scelta delle concentrazioni di peptide, d’altro lato, si ¢
basata sui risultati delle MIC: sono state testate dosi subMIC di AMP PEP1 (!/; e !/4 del valore MIC
relativo), in considerazione del fatto che sono necessarie condizioni ottimali di crescita dei batteri per
consentire la produzione di biofilm. Ciascun pozzetto della micropiastra a 96 pozzetti ¢ stato riempito
con 230 ul di sospensione AMP PEP1 in mezzo di crescita (brodo di Muller-Hinton) e 20 pl di coltura
batterica. Le micropiastre sono state incubate per 24 ore a 37°C. Al termine dell’incubazione, il
surnatante ¢ stato allontanato dalla piastra e 1 pozzetti sono stati lavati tre volte con 300 pl di acqua
distillata. Le cellule batteriche adese alle pareti della micropiastra sono state fissate aggiungendo 250
pl di metanolo assoluto, lasciato in posa per 15 minuti e quindi rimosso. I pozzetti sono stati quindi
asciugati all’aria e 1 batteri rimanenti colorati con 250 pl di crystal violetto allo 0,1% per 5 minuti. I
pozzetti sono stati risciacquati ponendo la micropiastra sotto I’acqua corrente. Le micropiastre sono

state nuovamente essiccate all’aria prima di procedere con la risolubilizzazione del crystal violetto
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legato alle cellule, distribuendo 250l di acido acetico glaciale al 33% in ciascun pozzetto. La densita
ottica (OD) dei pozzetti, infine, ¢ stata misurata a 630 nm con un lettore di piastre. Il test anti-biofilm

¢ stato replicato almeno tre volte per tutti i ceppi per entrambe le concentrazioni degli inoculi.

3. Profilo di resistenza antimicrobica

Sono state determinate le concentrazioni minime inibitorie (MIC) dei ceppi di Salmonella inclusi in
questo studio contro 12 diversi antibiotici: ampicillina (da 1 a 128 pg/ml), cloramfenicolo (da 2 a 64
pg/ml), ciprofloxacina (da 0,06 a 8 pg/ml), gentamicina (da 0,5 a 32 pg/ml), kanamicina (da 4 a 128
pg/ml), levofloxacina (da 0,5 a 32 pg/ml), acido nalidixico (da 2 a 64 pg/ml), streptomicina (da Da 4 a
256 pg/ml), sulfametossazolo (da 8 a 1.024 pg/ml), sulfisossazolo (da 8 a 1.024 pg/ml), tetraciclina (da
1 a 128 pg/ml) e trimetoprim (da 0,5 a 32 pg/ml). Gli antimicrobici standard sono stati acquistati da
Sigma-Aldrich. I valori MIC sono stati determinati utilizzando il metodo della microdiluizione in brodo
come descritto nelle linee guida del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020). Per ogni
antibiotico ¢ stato allestito uno stock alla concentrazione di 4096 pg/ml nel diluente descritto nelle linee
guida CLSI; tale stock iniziale ¢ stato quindi diluito in serie nel brodo di Mueller-Hinton (MH Broth,
Panreac Applichem, Spagna). I ceppi di Salmonella sono stati coltivati per una notte a 37°C su Nutrient
agar (Panreac Applichem, Spagna). Successivamente, le colonie isolate sono state prelevate dalle
piastre e trasferite in 10 ml di soluzione salina allo 0,85% alla concentrazione finale di 0,5 McFarland.
Quindi, la provetta salina ¢& stata diluita in serie fino a una concentrazione finale di Salmonella di 10°
UFC/ml. Nella fase successiva, le piastre per microtitolazione a 96 pozzetti sono state riempite con
50ul di ciascuna diluizione di ciascun antibiotico e 50pl di ciascun ceppo di Salmonella. Le piastre per
microtitolazione sono state incubate 24 ore a 37°C e dopo I’incubazione sono stati calcolati 1 valori
MIC. Escherichia coli (ATCC 25922) ed Enterococcus faecalis (ATCC 29212) sono stati usati come
ceppi di controllo e la suscettibilita o la resistenza di ciascun isolato ¢ stata determinata in accordo con
le raccomandazioni CLSI 2020. Sono stati considerati multiresistenti gli isolati di Salmonella che

mostravano resistenza ad almeno tre classi di agenti antimicrobici testati.
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4. Analisi statistica

Per eseguire ’analisi statistica ¢ stata utilizzata la versione 26 del software SPSS (IBM Analytics,
Armonk, NY, USA). L’analisi della varianza (modello misto lineare generalizzato) ¢ stata utilizzata
per studiare I’influenza della concentrazione di inoculo batterico sulla formazione di biofilm e gli effetti

del peptide a diverse dosi sulla produzione di biofilm per ogni sierotipo.

5.3.2 Risultati e Discussione

1. Attivita antimicrobica di PEP1 su cellule planctoniche di Salmonella enterica e profilo di resistenza.

Le prove sperimentali hanno permesso di osservare che PEP1 mostra un’attivita antimicrobica molto
promettente contro diversi ceppi di Salmonella enterica. Lianou e Koutsoumanis (2013) hanno riferito
che esiste un’importante variabilita intraspecifica nella resistenza di Salmonella alle condizioni di
stress. Per questo motivo, oltre che per ottenere risultati piu rappresentativi, si ¢ scelto di condurre il
saggio su piu di quaranta ceppi di Salmonella e trentadue diversi sierotipi. Come riportato in Tab. 5.2,
¢ stata riscontrata un’elevata variabilita tra le subspecie di Salmonella e i sierotipi. Tuttavia, ogni ceppo
¢ caratterizzato da valori di concentrazione minima inibente (MIC) molto bassi, sempre compresi tra 8
e 64 pg/ml. La concentrazione piu alta di peptide ¢ stata richiesta solo per la subspecie di S. enterica
subsp. salamae 6,8: g, m, t.

Infatti, la crescita del 54% dei ceppi appartenenti alla subspecie enteritidis di S. enterica ¢ stata inibita
da una concentrazione di AMP PEP1 di 16 ug/ml (Fig. 5.8A), inclusi i sierotipi S. Enteritidis, S.
Typhimurium, S. Infantis, S Virchow e S. Hadar che sono responsabili della maggior parte dei casi di
infezione nell’'uomo (EFSA e ECDC, 2020). Vale la pena notare che da una prima analisi degli
andamenti e delle correlazioni tra i dati provenienti da ceppi di riferimento e selvatici, emerge che
I’efficienza antimicrobica del peptide ¢ maggiore contro gli stipiti ambientali, soprattutto per S.

Enteritidis.
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Fig. 5.8 MIC e MBC di PEP1 vs S. enterica. Distrubuzione dei dei valori.

La distribuzione dei valori MIC (A) e MBC (B) tra i ceppi di S. enterica subsp. enterica é mostrata nel grafico a torta

come percentuale di sierotipi suscettibili a una concentrazione nota di peptide.

La concentrazione di peptide in grado di uccidere le cellule batteriche planctoniche (MBC) differiva

tra 1 ceppi in esame e i valori sono risultati essere uguali o superiori a quelli delle MIC corrispondenti
(Tab. 5.2).
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Tab. 5.2 Valori MIC e MBC di PEP1 vs S. enterica.

MIC MBC
Subspecies or serovar pg/ml pg/ml Resistant to
S. Stanleyville 8 32 -
S. Agama 16 32 -
S. Anatum 16 16 -
S. Bredeney 16 64 -
S. Cerro 16 16 -
S. Dublin 16 16 -
S. Eboko 16 16 -
S. Enteritidis 16 64 Amp
S. Hadar 16 32 Tet, sulf
S. Infantis 16 16 -
S. Jerusalem 16 16 Sulf
S. Mbandaka 16 64 -
S. Mikawasima 16 16 Amp
S. Montevideo 16 64 Sulf
S. Newport 16 16 Sulf
S. Richmond 16 16 -
S. Seftenberg 16 16 Strep
S. Typhimurium monophasic 16 16 Tet, Strep, sulf, Amp
S. Typhimurium 16 64
S. Typhimurium 1 16 64 Tet, strep, amp
S. Typhimurium 2 16 64 Amp
S. Typhimurium 3 16 64 Amp, Strep
S. Typhimurium 4 16 64 Strep
S. Virchow 16 32 Na
S. Isangi 32 64 Sulf
S. Meleagridis 32 32 Strep, sulf, Amp
S. Barro 32 32 -
S. Dabou 32 32 -
S. Drac 32 32 -
S. Enterica 4:b 32 32 Strep
S. Enteritidis CECT 4300 32 64 -
S. Ndolo 32 32 -
S. Poona 32 32 -
S. Thompson 32 64 Amp
S. Typhimurium CECT 4594 32 64 -
S. Typhimurium 5 32 64 Strep
S. Typhimurium 6 32 64 -
S. Typhimurium 7 32 64 -
S. Typhimurium 8 32 64 -
S. arizonae 48:24,7z23 32 >128 -
S. arizonae 48:z4,2z23,z32 32 128 -
S. salamae 4, 12: b- 32 64 Sulf
S. salamae 4,5,12:b 32 64 Sulf
S. salamae 6,8: g, m, t 64 64 -

Amp: ampicillina; Na: acido nalidixico,; Strep: streptomicina; Sul: sulfametoxazolo; tet: tetraciclina.

Valori MIC e MBC di PEP1 contro quarantaquattro ceppi batterici. Tutti gli esperimenti sono stati eseguiti in triplicato. I

dati sono stati espressi come medie deviazioni standard (SD). I valori SD inferiori al 5% non sono stati mostrati.
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La concentrazione minima battericida (MBC) variava da 16 a 128 pg/ml; su tutti, S. arizonae ha
mostrato la massima resistenza. Ancora una volta, le specie appartenenti alla subspecie enterica (Fig.
5.8B) si sono dimostrate suscettibili a basse dosi di peptide naturale: una concentrazione di 16 pg/ml ¢
stata sufficiente per uccidere tutte le cellule di S. Typhimurium monofasica. Come mostrato nella
Tabella 5.2, non ¢ stato raro il riscontro di valori di MBC sovrapponibili a quello della MIC
corrispondente, come precedentemente evidenziato nella sperimentazione contro Staphylococcus
aureus.

Parallelamente, ¢ stato determinato anche il profilo di antibiotico-resistenza. Tre dei ceppi sono stati
classificati come multi-resistenti; tra questi, S. Typhimurium monofasica, che mostrandosi resistente
all’azione di quattro diversi gruppi di antimicrobici, ¢ il ceppo con profilo di resistenza piu elevato.
Draltro lato, contro questo ceppo si sono registrati valori bassi di MIC e MBC (16 pg/ml), il che lascia
supporre che il PEPI sia efficace contro i ceppi multi-resistenti anche a basse concentrazioni. Cio
contrasta con i risultati osservati per S. enterica subsp. arizonae 48: z4, z23 e S. enterica subsp.
arizonae 48: z4, 723, 732, sierotipi che causano malattia solo in soggetti altamente immunosoppressi
con patologie pregresse (Lamas et al., 2018) in virtu della loro bassa virulenza. Per questi ceppi ¢ stato
riscontrato un valore MIC piu elevato (rispettivamente 128 pg/ml e >128 pug/ml) rispetto al resto dei
ceppi valutati, mentre non ¢ stata osservata alcuna resistenza agli antibiotici. Allo stesso modo, un
ceppo di S. enterica subsp. salamae ha mostrato il valore MIC piu alto (64 pg/ml) tra tutti i ceppi testati.
Va sottolineato che per quest’ultimo ceppo ¢ stato rilevato il valore MIC piu elevato anche in un altro
studio, in cui si valutava I’attivita antimicrobica dell’apitossina (Lamas et al., 2020). Pertanto, ¢

possibile che esista una relazione inversa tra il potenziale patogeno dei sierotipi e la resistenza a PEP1.

2. Valutazione dell’attivita di PEP1 contro la formazione di biofilm di S. enterica

Considerata la capacita di Salmonella enterica di aderire facilmente alle superfici e alle matrici
alimentari (Galie et al., 2018), ¢ stata testata ’efficacia di AMP PEPI sulla capacita di formazione del
biofilm, importante fattore di virulenza e principale fonte di contaminazione di questi batteri (Lamas et
al. 2016a). La presenza di biofilm ¢ comune nell’industria alimentare e S. enferica, in assenza di
umidita, puod sopravvivere in biofilm su acciaio inossidabile per oltre un anno (Morita et al., 2011).
L’attivita inibitoria ¢ stata valutata rispetto ai sierotipi di Salmonella comunemente riconosciuti come
causa di focolai di tossinfezione alimentare (EFSA e ECDC, 2019), inclusi due ceppi di riferimento
CECT; tra i ceppi testati, alcuni sono stati scelti proprio per la loro nota capacita di produzione di
biofilm (Marin et al., 2009). Pertanto, utilizzando un metodo spettroscopico che mette in relazione la

densita ottica misurata a 630 nm con la quantita di biofilm presente nel campione, sono state registrate
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letture ODs30 ridotte in presenza di AMP PEP1, a riprova che il peptide aveva inibito la formazione di
biofilm. I risultati hanno evidenziato che la quantita di biofilm prodotto da S. enterica non era
omogenea tra i sierotipi e che non dipendeva dalla concentrazione dell’inoculo (Diez-Garcia et al.,
2012). In Tab. 5.3, sono riportate le correlazioni tra la formazione del biofilm e la concentrazione

iniziale di cellule planctoniche per ciascun sierotipo.

Tab. 5.3 Valori di AODg3pnm di biofilm di S. enterica

Biofilm formation
Inoculum 10® CFU/ml Inoculum 10* CFU/ml

Salmonella serotypes

Genus Species Subsp. Serovar Source Average ODe30+= ES ~ Average ODs3p+ ES  p
Salmonella enterica enterica Enteritidis 4300 CECT 0.092 +0.007 0.107 £0.007 0.008
Salmonella enterica enterica Enteritidis wild 0.083 +£0.004 0.073 £0.004 0.002
Salmonella enterica enterica Typhimurium 4594 CECT 0.071 £ 0.004 0.058 + 0.004 7.47E-08
Salmonella enterica enterica Typhimurium wild  0.112 £0.009 0.111 £ 0.007 0.829
Salmonella enterica enterica T. monofasica wild 0.075 £0.006 0.074 £ 0.006 0.722
Salmonella enterica enterica Infantis NRL 0.083 +£0.017 0.136 £0.02 0.001
Salmonella enterica enterica Meleagridis NRL  0.135+0.019 0.11 £0.017 0.028
Salmonella enterica enterica Virchow NRL  0.094 +0.009 0.097 £0.008 0.574
Salmonella enterica enterica Dublin NRL  0.045 +£0.002 0.048 £0.002 0.115
Salmonella enterica enterica Hadar NRL 0.047 £0.003 0.048 £0.003 0.584
Salmonella enterica salamae 6, 8:g, m,t wild  0.081 £0.006 0.075 £0.005 0.169

Valori di AODg3onm (media di quattro repliche indipendenti) di biofilm microbici prodotti da ceppi di Salmonella enterica.
I valori sono espressi come media + errore standard (ES). L’ analisi statistica é stata effettuata solo all interno di ciascun

ceppo, confrontando i controlli di diverse concentrazioni di inoculo.

Associazioni negative sono state osservate tra i suddetti parametri per circa il 55% dei ceppi (S.
Typhimurium, S. Typhimurium monofasica, S. Virchow, S. Dublin, S. Hadar e S. enterica subsp.
salamae), per 1 quali le differenze nelle produzioni erano non significative. Tuttavia, gli altri cinque
sierotipi (S. Enteritidis CECT 4300, S. Enteritidis, S. Typhimurium CECT 4594, S. Infantis e S.
Meleagridis) hanno mostrato un comportamento chiaramente diverso (Tab. 5.3). I risultati hanno infatti
sottolineato che le produzioni piu elevate di biofilm non erano necessariamente collegate a
concentrazioni di inoculo piu elevate. In letteratura, non ci sono studi che descrivano gli effetti degli

inoculi sulla capacita delle salmonelle di formare biofilm.

I seguenti istogrammi (Fig. 5.9) mostrano la relazione tra la formazione di biofilm e la concentrazione
di peptide a cui le cellule batteriche sono state esposte nel campione trattato. PEP1 ha ridotto la
formazione di biofilm in modo diverso tra specie e sierotipi. I risultati ottenuti con 1’inoculo a piu alta

concentrazione (Fig. 5.9A) hanno mostrato che il composto antimicrobico ha una significativa capacita
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inibitoria su tutti i ceppi, ad eccezione di S. Hadar e S. Virchow rispettivamente a ¥ e Y4 dei valori
MIC. Tra 1 sierotipi selvatici, il peptide sembrava essere piu efficace contro S. Typhimurium e S.

Enteritidis, con una riduzione della produzione di biofilm rispettivamente del 49% e del 44%.
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Fig. 5.9 Efficacia anti-biofilm di PEPI vs S. enterica.

Effetto antibiofilm di PEP su inoculi di 108 UFC/ml (A) e 104 UFC/ml (B) di undici ceppi di S. enterica. Le cellule
batteriche sono state incubate perché formassero il biofilm in assenza (controllo) o presenza di peptide a una
concentrazione di % e Y dei rispettivi valori MIC per ogni ceppo (PEP1 % e PEP1 Y%, rispettivamente) L analisi statistica
e stata eseguita solo all’interno di ogni ceppo, confrontando il controllo con ogni trattato e il trattato con l’altro, a
concentrazione diversa di peptide. I valori medi di OD630 sono mostrati con barre di errore che rappresentano [’errore
standard di quattro repliche indipendenti. Le lettere maiuscole in apice indicano una differenza significativa all interno

di ogni ceppo ap < 0.01.
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I test effettuati con un inoculo di 10* UFC/ml hanno confermato i risultati su riportati (e riferiti agli
inoculi di 10® UFC/ml), nonostante la diversa concentrazione iniziale di cellule planctoniche (Fig.
5.9B). Tuttavia, il comportamento di S. Typhimurium CECT 4594 ¢ particolarmente interessante: la
concentrazione piu bassa di cellule planctoniche sembra difendersi bene dall’azione del peptide. Come
mostrato nella Fig. 5.9, questo sierotipo ¢ apparso significativamente suscettibile all’azione di PEP1
quando la concentrazione dell’inoculo batterico era di 102 UFC/ml. Sono di certo necessari ulteriori
studi per chiarire il funzionamento dell’attivita anti-biofilm di PEP1, cosi come serve indagare piu
approfonditamente i complessi meccanismi di formazione del biofilm e le eventuali differenze tra i
sierotipi, tenendo conto che molti fattori possono interferire nel processo (come ad esempio la fonte
dell’isolato batterico) (Lamas et al., 2016b).

In entrambi i test, per ogni ceppo le differenze tra le concentrazioni di peptide non differivano in modo
significativo, tranne pochi casi (Fig. 5.9). Questi dati suggeriscono che siano necessarie concentrazioni
molto basse per inibire la formazione del biofilm e che I’effetto non sia dose-dipendente. Nel
complesso, tutti i test hanno convalidato I’efficacia del peptide di influenzare negativamente la
formazione del biofilm, evidenziando un’altra grande potenzialita di PEP1. Negli ultimi anni, diversi
autori avevano ricercato nuove sostanze anti-biofilm che potessero essere proposte come alternativa a
quelle comunemente in uso, ma tutte necessitavano di dosi elevate per dare 1’effetto voluto (Wang et
al., 2019).

I risultati sono apparsi in accordo con studi precedenti (Palmieri et al., 2018; Colagiorgi et al., 2020),
che indicavano AMP PEP1 come un candidato antimicrobico ottimale per la sua grande attivita contro
1 batteri del genere Listeria (cioe L. monocytogenes) e Staphylococcus (cioe S. aureus MRSA e S.

aureus MSSA).
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FASE 4

54 VALUTAZIONE DELL’ATTIVITA ANTIMICROBICA DI NANOBIOCOMPLESSI
PEP1-AuNPs

Questa fase sperimentale ¢ stata condotta in collaborazione con I’Istituto IBBR del CNR. Scopo di
questo lavoro ¢ stata la valutazione dell’attivita antimicrobica di nanobiocomplessi risultanti dalla

coniugazione covalente di PEP1 alla superficie di nanoparticelle ibride polimero-oro (AuNPs).

5.4.1 Materiali e Metodi

1. Sintesi di nanosfere di Au stabilizzate con PEG

Le nanoparticelle d’oro (AuNP) sono state sintetizzate a partire da acido cloroaurico (0,25 mM, 25 mL;
HAuCl4 - 3H20, Sigma-Aldrich), mescolando glicole polietilenico diacido (0,25 mM, 0,25 mL, PEG-
diacido, Sigma-Aldrich) e sodio tetraidroborato (0,01 M, 20 mL, NaBH4, Sigma-Aldrich),
rispettivamente come tensioattivo e agenti riducenti (Spadavecchia et al., 2014). La formazione degli
AuNP stabilizzati con PEG si € manifestata con un cambiamento istantaneo nel colore della soluzione,
che ha virato dal giallo pallido al rosso brillante dopo I’aggiunta dell’agente riducente. La soluzione
AuNP cosi preparata ¢ stata centrifugata tre volte a 15000 rpm per 30 minuti, quindi il surnatante ¢

stato scartato. Il pellet risultante ¢ stato risospeso in una quantita equivalente di acqua Milli-Q.

2. Coniugazione covalente del peptide ad AuNP

I gruppi carbossilici di AuNP stabilizzati con PEG sono stati coniugati covalentemente ai gruppi N-
ammina di PEP1 (0,125 o 0,030 mM) con 1-etil-3-[3-(dimetilamminopropil] carbodiimmide
cloridrato/N-idrossisuccinimmide (5 mM EDC/2,5 mM NHS, Sigma-Aldrich), sotto agitazione per una
notte (ON) a temperatura ambiente, secondo lo schema riportato in Fig. 5.10 (Terracciano et al., 2015).
L’aggiunta sito-specifica del gruppo carbossilico di PEG all’N-terminale del peptide ¢ stata controllata
diminuendo il pH a cui avviene la reazione. Dopo la bioconiugazione con il peptide PEP1, le NPs

(PEP1-AuNPs) sono state lavate due volte con acqua Milli-Q e risospese in acqua Milli-Q.
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Fig. 5.10 Coniugazione di PEP1 con AuNPs

3. Caratterizzazione di AuNP nudi e modificati con PEP1

Per studiare la morfologia delle NPs prima e dopo la coniugazione con PEPI1 ¢ stata utilizzata la
microscopia elettronica a trasmissione (TEM). Per questo motivo, 1 ml del campione ¢ stato
centrifugato per 30 minuti a 15000 rpm e il surnatante ¢ stato scartato. La parte solida ¢ stata sciolta in
1 ml di acqua Milli-Q e 10 pl della dispersione di NPs sono stati posti su una griglia di rame TEM a
400 mesh di film di carbonio Formvar, essiccata all’aria a temperatura ambiente e quindi osservata con
un microscopio elettronico a trasmissione FEI Tecnai G Spirit BT alla tensione di accelerazione di 100
kV. Il diametro idrodinamico (dimensione) e la carica superficiale (potenziale ) delle NPs disperse in
acqua (pH 7) sono stati determinati mediante diffusione dinamica della luce utilizzando uno strumento
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, Regno Unito) dotato di He—Ne Laser (633 nm,
angolo di diffusione fisso di 173°, temperatura ambiente 25°C). 1 ml di una soluzione di NPs ¢ stato
centrifugato per 30 minuti a 15000 rpm e sciolto in acqua Milli-Q prima di ogni misurazione. Gli spettri
di assorbimento di AuNPs nudi e coniugati (1 ml) sono stati registrati utilizzando uno spettrofotometro
Cary 100 (Agilent) UV/VIS/NIR modello V-570 di Jasco International Co.Ltd. (Tokyo, Giappone)

nell’intervallo tra 300 e 900 nm.

4. Analisi del rendimento di funzionalizzazione degli AuNP

L’analisi della resa di funzionalizzazione di AuNPs coniugati con PEP1 ¢ stata eseguita utilizzando la
cromatografia liquida ad alte prestazioni in fase inversa (RP-HPLC). Nel metodo diretto, il peptide ¢
stato scisso dalla superficie delle NPs mediante acidolisi del legame covalente con acido
trifluoroacetico (TFA) al 50% (v/v) (Sigma-Aldrich), sotto agitazione a temperatura ambiente
(Merrifield, 2006) per 24 ore. Il surnatante ¢ stato recuperato mediante centrifugazione a 15000 rpm

per 30 minuti a 10°C, per rimuovere eventuali AuNPs che avrebbero potuto interferire con le
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determinazioni, e quindi analizzato per quantificare la quantita di peptide legato mediante HPLC. Per
le analisi, 200 pl del campione sono stati iniettati in una colonna in fase inversa uBondapak C18 (3,9
mm % 300 mm, Waters Corp.) collegata a un sistema HPLC (Shimadzu) utilizzando un gradiente lineare
dello 0,1% TFA in acetonitrile da 5 al 95%. Una soluzione di riferimento ¢ stata preparata con la
concentrazione di peptide iniziale utilizzata per la funzionalizzazione nelle stesse condizioni di reazione
e analizzata in parallelo. Pertanto, conoscendo il peptide aggiunto (soluzione di riferimento), ¢ stato
possibile correlare la quantita di peptide legato (espressa in percentuale) alle nanoparticelle
confrontando I’area del relativo picco. Come controllo, sono state impiegate le stesse condizioni
sperimentali utilizzando il peptide libero. Nel metodo indiretto, una volta completata la
funzionalizzazione, la soluzione surnatante ¢ stata recuperata dopo centrifugazione delle nanoparticelle
per rimuovere 1 peptidi accoppiati ed ¢ stata calcolata 1’area del picco del peptide non attaccata a

AuNPs. Tutte le misurazioni sono state effettuate in triplicato.

5. Allestimento dell’inoculo batterico

Le colture di Listeria e Salmonella, oggetto del saggio, sono state conservate in congelatore a -80°C.
Prima di ogni esperimento, gli stock batterici congelati sono stati piastrati rispettivamente su Half
Fraser agar (Bio-Rad, Italia) e BPW agar (Biomerieux, Italia) e quindi incubati a 37°C per 16 ore, allo

scopo di ottenere colonie singole per la preparazione dell’inoculo.

6. Attivita antimicrobica di PEP1-AuNPs

L’efficacia antimicrobica del peptide coniugato alle nanoparticelle d’oro ¢ stata determinata contro L.
monocytogenes (ceppo isolato da alimenti LM>) e S. Typhimurium (ATCC 13311) e ha consentito la
determinazione della concentrazione minima battericida (MBCso), corrispondente alla concentrazione
piu bassa di sostanza ad azione antimicrobica capace di causare una riduzione di almeno il 50% del
numero di batteri vitali su piastra. L. monocytogenes e S. Typhimurium sono stati coltivati a 37°C
rispettivamente in brodo Half Fraser (Bio-Rad, Italia) ¢ BPW (Biomerieux, Italia). L’attivita
antibatterica di PEP1-AuNPs ¢& stata determinata incubando 15x10* UFC/ml di Listeria con
concentrazioni crescenti di PEP1-AuNPs per 6 ore a 37°C. Ogni diluizione seriale ha previsto piastre
di controllo con il solo peptide libero. In tutte le condizioni sperimentali, il metodo di conta su piastra
¢ stato utilizzato per stimare I’attivita battericida minima di PEP1-AuNPs. Nello specifico, sono state
contate le colonie cresciute in piastra in presenza di diverse concentrazioni del peptide PEP1 legato alle
nanoparticelle d’oro e il numero risultante ¢ stato confrontato con quello relativo alla crescita in
presenza del peptide libero, la cui MBC ¢ stata riportata da Palmieri et al. (2018). In altre prove

sperimentali, una concentrazione fissa di PEP1-AuNPs (0,16 uM) ¢ stata incubata con colture a diversa
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concentrazione di Listeria monocytogenes (comprese tra 15x10% e 15x10%) o S. Typhimurium

(comprese tra 15x10 e 15x10%).

5.4.2 Risultati e Discussione

In precedenti studi (Politi et al., 2015; Politi et al., 2016), ¢ stato dimostrato che AuNPs potrebbero
essere efficacemente bioconiugate con enzimi o, piu in generale, con proteine. A seguito di questa
esperienza, si ¢ deciso di coniugare covalentemente il peptide PEP1 su AuNPs. Nonostante la carica
positiva piuttosto elevata della superficie e ’alta stabilita in soluzione, 1 nanobiocomplessi PEPI -
AuNPs hanno mostrato una certa tendenza ad aggregarsi dopo I’essiccazione. Questo effetto era
probabilmente dovuto al clustering dei peptidi che, pur funzionando bene in soluzione, spesso
diventano inattivi quando legati a una superficie di supporto. Per confrontare quantitativamente
I’attivita biologica del peptide legato rispetto alla molecola libera, ¢ stata determinata la resa di
coniugazione di PEP1 legato alla superficie delle nanoparticelle d’oro, identificando cosi la quantita di
peptide effettivamente presente in soluzione. Poiché la letteratura non suggeriva alcun protocollo, sono
stati progettati metodi di quantificazione diretta e indiretta. In breve, dopo la coniugazione e la
centrifugazione dei coniugati PEP1-AuNps per rimuovere il peptide in eccesso, 1 nanobiocomplessi
sono stati trattati con acido trifluoroacetico (TFA) al 50% per 24 ore a temperatura ambiente, allo scopo
di idrolizzare il legame covalente tra i peptidi e la superficie delle particelle d’oro. Quindi, la quantita
di peptidi legati ¢ stata stimata direttamente mediante analisi di cromatografia liquida ad alta precisione
in fase inversa (RP-HPLC), valutando 1’area del picco del peptide dopo la fissazione. Conoscendo la
concentrazione peptidica iniziale utilizzata per la coniugazione, ¢ stato pertanto possibile determinare
la quantita di peptide coniugata alla superficie delle nanoparticelle. I risultati della quantificazione
diretta della resa della coniugazione hanno dimostrato che non piu del 9,0 = 1,0% del peptide ¢ stato
coniugato in modo covalente sulla superficie delle AuNPs. Per convalidare ulteriormente il dato, ¢ stato
quantificato anche il peptide non legato in soluzione dopo I’incubazione con AuNPs, (metodo
indiretto). In questa seconda prova, una volta completata la reazione, la soluzione surnatante ¢ stata
recuperata, dopo centrifugazione delle nanoparticelle, e analizzata mediante RP-HPLC. In questa
procedura, complementare all’approccio diretto, I’area del picco ha quantificato la quantita di peptide
non legato alla superficie delle nanoparticelle. I dati hanno mostrato risultati simili a quelli ottenuti con
il metodo di quantificazione diretta, perché il rendimento dell’accoppiamento ¢ stato pari all’11,0 £

1,0%. Pertanto, in media, ¢ stato ipotizzato che circa il 10% della concentrazione di peptide iniziale
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(125 uM) sia legato in modo covalente alle nanoparticelle d’oro, determinando una concentrazione di
peptide di circa 12,5 uM nella soluzione.

E stata quindi valutata I’attivita antimicrobica in vitro di PEP1-NPs nei confronti di due dei principali
patogeni di origine alimentare, L. monocytogenes (Gram") e S. Typhimurium (Gram’).

Poich¢ la virulenza e la patogenicita dei ceppi di L. monocytogenes possono essere notevolmente
influenzate dalla sede di isolamento (es. ambienti di produzione) (Beuchat e Brackett, 1990), I’attivita
antimicrobica ¢ stata testata su un ceppo isolato da campioni di pesce (LM:z), precedentemente
classificato come sierotipo 4b (Palmieri et al., 2018). Sono stati eseguiti studi preliminari incubando
inoculi di Listeria a densita cellulare crescente (circa 102, 10* o 10° UFC/ml) in presenza di PEP1-
AuNPs a una concentrazione di 0,16 uM, calcolata sulla base della resa della coniugazione.
L’esposizione alle sole nanoparticelle d’oro, cui sono state riconosciute proprieta antimicrobiche, ¢
stata utilizzata come controllo, mentre il numero delle colonie batteriche vitali ¢ stato misurato per
valutare I’attivita battericida dei nanobiocomplessi. Come mostrato in Fig. 5.11A, i nanobiocomplessi
PEP1-AuNPs hanno esercitato una forte attivita battericida contro il ceppo LM di L. monocytogenes,
determinando una significativa riduzione del numero di UFC rispetto a quello di AuNPs nudi. In
particolare, anche AuNPs hanno dimostrato un’inibizione del 96,2% della crescita dei batteri Gram®, a
causa del rilascio di ioni oro dal nucleo delle nanoparticelle, quando I’inoculo era pari a 1,5 x 10°

UFC/ml, 1 nanobiocomplessi PEP1-AuNPs hanno aumentato I’efficacia antimicrobica fino al 100%.
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Fig. 5.11 Attivita biocida di PEP1-AuNPs vs L. monocytogenes

(A) Attivita biocida di PEP1-AuNPs a 0,16 uM contro L. monocytogenes a diverse concentrazioni. I dati sono stati
determinati contando le unita formanti colonie (UFC) sopravvissute all’esposizione a PEP1-AuNPs per 6 ore e
sono stati espressi come attivita battericida (percentuale di UFC presenti rispetto alla piastra di controllo).
(B) Concentrazioni crescenti di PEP1-AuNPs contro una concentrazione fissa di L. monocytogenes. Le barre di errore

rappresentano la deviazione standard (SD) dalla media per un esperimento in triplicato (n = 3).

Molto piu rilevante ¢ stata 1’inibizione della crescita batterica, fino al 99,8% e 99,9%, osservata in
piastre inoculate, rispettivamente, con concentrazioni batteriche di 1,5 x 10° e 1,5 x 10° dopo
I’esposizione a PEP1-AuNPs, mentre le nanoparticelle d’oro non coniugate non si sono mostrate
particolarmente attive. Sulla base di questi risultati, un inoculo iniziale di circa 1,5 x 10* UFC/ml, alla
cui concentrazione le nanoparticelle d’oro nude non hanno mostrato alcuna attivita microbicida, ¢ stato
utilizzato per testare 1’attivita antibatterica dose-dipendente. Dopo 1’esposizione dell’inoculo a
concentrazioni crescenti di PEP1-AuNPs, il numero di batteri vitali ¢ stato confrontato con quello
esitante dal trattamento sia con AuNPs che con PEPI libero (Fig. 5.11B). E stato rilevato un
comportamento Dbattericida dose-dipendente in seguito all’esposizione al peptide libero a

concentrazioni comprese tra 0,10 uM e 0,58 uM (Fig. 5.11B); la concentrazione battericida minima in
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grado di determinare la riduzione di almeno il 50% del numero di UFC (MBCso) era di 0,58 + 0,03 uM.
Nel caso di PEP1-AuNPs, ¢ stato riscontrato non solo un effetto dose-dipendente, ma anche un’attivita
battericida significativamente piu alta, con valori di MBCsp pari a 0,14 + 0,01 puM (4 volte inferiori a
quelli del peptide libero).

Questo risultato ¢ di notevole rilievo, poiché i ceppi di L. monocytogenes isolati da prodotti alimentari
o da casi di listeriosi umana hanno spesso mostrato una forte capacita di adattamento o resistenza ai
comuni antibiotici e disinfettanti. Tale fenomeno, come detto, ¢ probabilmente dovuto alla presenza di
elementi genetici mobili (plasmidi) che trasportano geni di resistenza, a una permeabilita alterata della
parete cellulare batterica, per modificazioni strutturali, o all’attivazione di pompe di efflusso che
disintossicano la cellula (Charpentier e Courvalin, 1999; Costa et al., 2011). Inoltre, la coniugazione
del peptide a nanoparticelle d’oro ha chiaramente potenziato la sua attivita antimicrobica, in ragione
dell’aumento della concentrazione del peptide in prossimita della membrana batterica.

Nelle successive prove sperimentali, le proprietd antibatteriche del nanobiocomplesso PEP1-AuNP
sono state testate contro S. Typhimurium, uno tra i piu pericolosi patogeni di origine alimentare, scelto
come modello per 1 batteri Gram™. Sono state predisposte prove sperimentali preliminari per valutare la
capacita battericida del nanocomplesso in presenza di diverse concentrazioni di batteri. Come mostrato
in Fig. 5.12 solo le nanoparticelle legate al peptide hanno causato una marcata riduzione del numero di
cellule batteriche vitali (< 99,9%) di S. Typhimurium, quando I’inoculo di 1,5 x 10° UFC/ml & stato
esposto a una concentrazione PEP1-AuNPs pari a 0,16 uM. A una densita cellulare inferiore (15 x 10
UFC/ml), invece, anche le nanoparticelle d’oro non rivestite sono risultate attive, mostrando il 30% di

attivita antimicrobica.
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Fig. 5.12 Attivita battericida di PEP1-AuNPs vs S. Typhimurium.

. La medesima concentrazione di nanobiocomplessi (0,16 uM) é stata testata contro concentrazioni batteriche crescenti

(UFC/ml).

Questi risultati evidenziano che AMP PEP1 coniugato alle nanoparticelle d’oro non solo ha preservato
I’attivita propria del peptide libero, ma addirittura ha mostrato una maggiore capacita battericida verso
i batteri Gram™ e Gram". La concentrazione degli inoculi batterici utilizzati negli esperimenti era dello
stesso ordine di grandezza di quella riscontrata negli alimenti relazionabili ai focolai di salmonellosi
umana, e cio suggerisce una potenziale applicazione dei nanobiocomplessi PEP1-AuNPs nel settore
dell’industria di produzione. Negli ultimi anni, molti AMPs sono stati coniugati chimicamente su
svariati tipi di superfici; tuttavia, € noto che solo una frazione limitata di AMPs mantiene la sua attivita
dopo la coniugazione. Questo effetto dipende da diversi fattori, tra cui la composizione del peptide, la
lunghezza del distanziatore peptidico. 1’orientamento e la concentrazione del peptide (Costa et al.,
2011). Molti studi hanno dimostrato che un AMP immobilizzato potrebbe mantenere 1’attivita

antibatterica, ma con un’efficienza molto bassa e a una concentrazione estremamente elevata (Rai et
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al., 2016). PEP1 legato alle nanoparticelle d’oro ha mostrato un’eccellente stabilita sul lungo periodo
come soluzione colloidale antibatterica, dopo la conservazione (pH 7.4, temperatura ambiente, acqua
deionizzata) e il riutilizzo (il complesso PEP1-AuNP ¢ risultato stabile per almeno 7 mesi). L’ elevata
stabilita ¢ dovuta principalmente a due fattori: la capacita delle nanoparticelle d’oro di mantenere attivo
il peptide sulla loro superficie e la repulsione sterica tra i peptidi immobilizzati sulla superficie, che

impedisce 1’aggregazione e quindi la precipitazione delle nanoparticelle.
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CAPITOLO 6 CONCLUSIONI
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I1 nuovo peptide derivato da IDR-1018, denominato PEP1, ha mostrato attivita antimicrobica contro le
cellule planctoniche e incluse nel biofilm di Staphylococcus aureus e Salmonella enterica.

I risultati ottenuti dal primo studio sperimentale hanno dimostrato che PEP1 era in grado di causare una
rapida e completa eliminazione del biofilm prodotto dalle cellule batteriche di Stafilococco entro i primi
15 minuti di esposizione, nonché di prevenire completamente la formazione di biofilm, mostrando al
contempo una potente attivita battericida contro le cellule planctoniche. E interessante notare che
I’azione antimicrobica e anti-biofilm del peptide ¢ stata osservata non solo sui ceppi di riferimento
derivanti dalla raccolta ATCC, ma anche su un ceppo selvatico isolato da alimenti (es. formaggio) con
geni codificanti per diverse enterotossine stafilococciche, indicando I’efficacia e la potenziale utilita di
questo peptide nel controllo dei ceppi di S. aureus presenti nei prodotti alimentari e negli ambienti di
produzione. La velocita d’azione di PEP1 suggerisce che il meccanismo d’azione sia diretto sulla
membrana cellulare e che non implichi I’interazione e 1’inibizione dei messaggeri intracellulari
connessi alla formazione del biofilm. Queste caratteristiche rappresentano un vantaggio per diverse
applicazioni biotecnologiche, poiché gli antimicrobici che influenzano la membrana mostrano
un’attivita rapida e ad ampio spettro e una bassa propensione a sviluppare resistenza agli antibiotici.

I risultati ottenuti con la seconda prova sperimentale hanno mostrato che AMP PEP1 era in grado di
bloccare a basse concentrazioni la moltiplicazione batterica di tutti i ceppi di Salmonella enterica testati
e che dosi uguali o leggermente superiori alla MIC erano sufficienti per uccidere le cellule planctoniche.
Interessante ¢ la suscettibilita all’azione peptidica dimostrata da ceppi noti per la loro resistenza
multipla agli antibiotici, che impegnano la comunita scientifica nella ricerca di soluzioni innovative.
Per quanto riguarda la capacita anti-biofilm, il peptide si € dimostrato efficace in tal senso contro tutti
1 ceppi testati, compresi quelli isolati dall’ambiente e dagli alimenti.

Infine, con la terza prova sperimentale ¢ stato dimostrato che AMP PEP1 legato a AuNPs ¢ stato in
grado di mantenere fortemente la sua attivitd antimicrobica piegandosi in una struttura o-elica,
funzionalmente valida in presenza di un ambiente membranoso. Inoltre, le nanoparticelle d’oro hanno
migliorato la capacita battericida del peptide sia contro i batteri Gram” che Gram™. Grazie al forte
legame di PEP1 alla nanoparticella d’oro e una buona copertura superficiale, il complesso
antimicrobico era pienamente efficace a concentrazioni submicromolari. La concentrazione di PEP1
utilizzata nell’esperimento ¢ risultata < 100 nM. Una concentrazione cosi bassa di questo piccolo
peptide, bioconiugato alle AuNPs, consentirebbe la sua produzione e 1’utilizzo su larga scala a costi
sostenibili. Inoltre, la soluzione PEP1-AuNPs in acqua deionizzata, conservata a temperatura ambiente,

¢ chimicamente stabile e potrebbe essere riutilizzato anche dopo 7 mesi.
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In conclusione, 1’attivitd antimicrobica e anti-biofilm, nonché 1’affidabile modus operandi, la non
comune stabilitd a diverse condizioni di temperatura (cioe¢ 15°C e 90°C) e di pH e la scarsa tendenza a
precipitare in soluzioni acquose, rendono PEP1 un buon candidato per usi industriali, come la
formulazione di biosanificanti innovativi ed ecosostenibili e 1’implementazione di tecnologie di
confezionamento green, oltre alla produzione di superfici antimicrobiche nel campo dei dispositivi

medico-chirurgici.
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