
ABSTRACT

Following a case of blue mozzarella occurred in Sardinia region, 14 isolates of Pseudomonas fluorescens
have been isolated. Data analysis of pulsed-field-gel-electrophoresis profiles allowed to divide the isolates
in two different clades, genetically unrelated. The presence of these two strains, deriving from nearby pro-
ductions, confirmed the high diffusion of this microorganism. Multiples contamination sources (raw ma-
terials, processing surfaces and water supply) made this specie one of the most relevant of the dairy
productions chain.
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INTRODUZIONE

Specie batteriche classificate come psicrotolleranti
sono considerate tra i principali contaminanti ri-
scontrabili negli stabilimenti di trasformazione lat-
tiero-casearia. Inoltre, la distribuzione e la
conservazione di tali prodotti a temperature di re-
frigerazione, permette la crescita e la moltiplica-
zione di tali specie (Dogan e Boor, 2003). Il latte,
nelle prime fasi della filiera produttiva, può essere
contaminato con diverse specie appartenenti al ge-
nere Pseudomonas attraverso il contatto con acqua
contaminata, con il terreno o con biofilm presenti
sulla superficie dei tank di refrigerazione (Cousin,
1982). Durante il processo produttivo, le acque im-
piegate nello stabilimento e le superfici di lavoro a
contatto con gli alimenti completano il quadro delle
principali fonti di contaminazione da Pseudomonas

spp. Alcuni ceppi appartenenti alle specie P. aeru-

ginosa, P. putida, P. fluorescens e ad alcuni fitopa-
togeni quali le P. syringae, sono in grado di
produrre pigmenti giallo-verdi, fluorescenti e idro-
solubili (Palleroni et al., 1972). Tale capacità risulta
correlata alla presenza, nel genoma batterico, di se-
quenze geniche codificanti pigmenti colorati, sinte-
tizzati al verificarsi di determinate condizioni
ambientali (Meyer e Abdallah, 1978).

A seguito dell’evento mozzarelle blu, scatenatosi a
partire dal giugno 2010, si è registrato un incre-
mento della soglia di attenzione sia da parte dei con-
sumatori che da parte dell’autorità competente nelle
sue attività di controllo. Tale evento ha portato, oltre
che alla indagine analitica per la verifica della dif-
fusione dei ceppi di Pseudomonas negli impianti lat-
tiero caseari, anche alla messa a punto di tecniche
di secondo livello per la caratterizzazione molecolare
dei ceppi (Nogarol et al., 2010). I metodi colturali tra-
dizionali consentono di isolare le specie microbiche
responsabili delle suddette alterazioni, mentre i me-
todi di caratterizzazione molecolare permettono di
approfondire la loro correlazione genetica. In parti-
colare, l’elettroforesi in campo pulsato (PFGE) pos-
siede un elevato potere discriminatorio per
identificare il grado di correlazione tra microrgani-
smi appartenenti alla stessa specie. Il presente stu-
dio riporta l’indagine, effettuata con entrambe le
metodiche, per la valutazione del grado di contami-
nazione da parte di P. fluorescens in uno stabili-
mento lattiero-caseario in provincia di Cagliari.

MATERIALI E METODI

Nel mese di febbraio 2012, dopo segnalazione di un
cittadino di una mozzarella con colorazione ano-
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mala, i servizi veterinari dell’ASL insieme ai N.A.S.
hanno prelevato 24 campioni di mozzarella dallo
stabilimento produttore. I campioni, appartenenti
a 2 lotti che differiscono tra loro per quattro giorni
nella data di scadenza, sono stati sottoposti ad
esame ispettivo e ad indagine microbiologica per
la ricerca di Pseudomonas spp. presso il laborato-
rio di Microbiologia degli Alimenti, Istituto Zoo-
profilattico Sperimentale (IZS) della Sardegna,
Dipartimento Territoriale di Cagliari. La nume-
razione di Pseudomonas spp. è stata eseguita se-
condo il metodo ISO/TS 11059:2009 Milk and milk
products – Method for the enumeration of Pseudo-
monas spp. (ISO/TS 11059:2009).
I 14 ceppi di Pseudomonas fluorescens isolati sono
stati inviati al Laboratorio Controllo Alimenti,
IZS del Piemonte, Liguria e Valle d’Aosta (Torino)
per la caratterizzazione molecolare mediante
PFGE (Nogarol et al., 2010). In seguito a restri-
zione enzimatica dell’intero genoma batterico me-
diante l’enzima SpeI (Promega), i frammenti
generati sono stati separati su gel di agarosio at-
traverso corsa elettroforetica in campo pulsato
(CHEF Mapper® XA, BioRad, Segrate, Italia). L’a-
nalisi del pattern elettroforetico è stata eseguita
grazie al software di analisi di immagine BioNu-
merics®, versione 6.1 (Applied Maths, Sint-Mar-
tens-Latem, Belgio). 

RISULTATI

Dall’esame ispettivo, quattro campioni sono risul-
tati non conformi poiché, nonostante avessero con-
sistenza normale, presentavano un’evidente
colorazione bluastra su parte della superficie: tale
alterazione non coinvolgeva la sezione di taglio. Ai
restanti campioni (n=20) è stato assegnato esito
conforme poiché, durante l’esame ispettivo in
prima istanza non presentavano colorazione ano-
mala. Per un totale di 10 campioni si è resa neces-
saria l’analisi di seconda istanza, con apertura
dell’aliquota dedicata (primo lotto dopo 6 giorni;
secondo lotto dopo 9 giorni): in questa fase, 5 cam-
pioni hanno manifestato un’alterazione cromatica. 
Le analisi microbiologiche per la ricerca di Pseu-
domonas spp. sono state condotte in accordo con
quanto previsto dalla ISO/TS 11059:2009: sono
state selezionate 5 colonie tipiche per ciascun
campione e ciascuna di esse è stata sottoposta a
verifica biochimica (prova dell’ossidasi, fermenta-
zione del glucosio e identificazione mediante API
20NE Biomérieux). Sono stati così isolati 14 mi-
crorganismi identificati biochimicamente come
Pseudomonas fluorescens (Tabella 1): di questi 10
derivanti da mozzarelle conformi all’esame ispet-
tivo e 4 da mozzarelle con pigmentazione blu.
Come mostrato in Tabella 1, da 6 campioni
(conformi all’esame ispettivo) è stato possibile iso-
lare microrganismi appartenenti alla famiglia
delle Enterobacteriaceae, diversi dal genere Pseu-
domonas. 

L’analisi molecolare condotta sui 14 ceppi di
P.fluorescens ha consentito di identificare due
clade (Figura 1, clade A e clade B), tra loro scar-
samente correlati dal punto di vista genetico
(grado di correlazione 59.7%). Nel clade A sono
compresi 5 isolati, derivanti dal primo lotto di pro-
duzione. Nel clade B sono compresi isolati batte-
rici derivanti dal secondo lotto produttivo, che
comprende mozzarelle cromaticamente alterate e
non. Essi presentano un’omologia del 100%, ad ec-
cezione di un ceppo (cerchiato in Figura 1) che pre-
senta omologia del 97.9% con gli altri isolati. 

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

I risultati ottenuti evidenziano la presenza di
due diversi pulsotipi di P. fluorescens nei cam-
pioni di mozzarella prodotti nell’arco di 4 giorni
nello stesso stabilimento. È stato infatti possibile
suddividere i 14 ceppi isolati in due cluster (Fi-
gura 1), presentanti un grado di correlazione pari
al 59.7%, che indica una scarsa correlazione ge-
netica.
Nonostante il numero relativamente basso di
ceppi compresi nello studio, il breve intervallo di
tempo durante il quale essi sono stati isolati di-
mostra la presenza di ceppi diversi all’interno
dello stabilimento produttivo, confermando le mol-
teplici fonti di contaminazione. Altre indagini di
caratterizzazione molecolare (Nogarol et al., 2013)
ma eseguiti su un elevato numero di ceppi di P.
fluorescens evidenziano come nelle aziende il nu-
mero di pulsotipi rilevanti aumenti con l’aumen-
tare del numero di campioni analizzati. Questo
consente di ipotizzare che sia possibile identificare
più pulsotipi all’interno di uno stesso lotto, soprat-
tutto in seguito ad analisi di un elevato numero di
isolati da esso derivanti. 
L’evento mozzarelle blu ha portato a un’aumen-
tata sensibilità dei consumatori, grazie anche al-
l’attenzione che i mass media hanno dedicato a
questo e ad altri temi di sicurezza alimentare. 
P. fluorescens non rientra tra i patogeni trasmis-
sibili per via alimentare e la sua ricerca non è
compresa tra i criteri di igiene di processo previsti
dal Reg. CE 2073/2005 e seguenti modifiche e/o in-
tegrazioni [Regolamento (CE) 2073/2005]. Tutta-
via, le alterazioni cromatiche che tali specie
possono generare potrebbero rendere gli alimenti
contaminati inadatti al consumo umano e quindi,
passibili di ritiro dal mercato [Regolamento (CE)
178/2002]. 
Considerate le molteplici vie di contaminazione da
Pseudomonas fluorescens durante il processo pro-
duttivo di prodotti lattiero-caseari, pre- e post- pa-
storizzazione (Eneroth et al., 1998; Gruetmacher
e Bradley, 1999), si ritiene che tale problematica
debba essere gestita dalle aziende grazie all’attua-
zione di un corretto piano di autocontrollo, in
grado di individuare i punti critici di controllo e
adatte azioni correttive in caso di contaminazione. 
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Tabella 1. Risultato del conteggio di Pseudomonas spp. secondo ISO/TS 11059:2009 (ISO/TS 11059:2009).

ID campioni UFC/gr Conferma biochimica

9665-1 1.300 Enterobacter cloacae
9665-2 <20 NEG
9665-3 320.000 Enterobacter amnigenus
9665-4 1.600 Enterobacter amnigenus
9665-5 2.500 Enterobacter amnigenus

9677-1 31.000.000 Pseudom. fluorescens
9677-2 20.000.000 Pseudom. fluorescens
9677-3 12.000.000 Pseudom. fluorescens
9677-4 100.000.000 Pseudom. fluorescens
9677-5 22.000.000 Pseudom. fluorescens

9913-1 <100 NEG
9913-2 9.000.000 Enterobacter cloacae
9913-3 38.000 Enterobacter cloacae
9913-4 <100 NEG
9913-5 <100 NEG

9949 17.000.000.000 Pseudom. fluorescens

10267-1 46.000.000 Pseudom. fluorescens
10267-2 18.000.000 Pseudom. fluorescens
10267-3 3.400.000 Pseudom. fluorescens

11065-1 15.000.000 Pseudom. fluorescens
11065-2 3.900.000 Pseudom. fluorescens
11065-3 8.100.000 Pseudom. fluorescens
11065-4 27.000.000 Pseudom. fluorescens
11065-5 8.600.000 Pseudom. fluorescens

ID, codice identificativo; UFC, unità di formazione di colonie; NEG, negativo.
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Figura 1. Cluster analysis degli isolati di P.fluorescens (BioNumerics®, ottimizzazione 0.5, tolleranza 2%)
(Applied Maths).


