FOCUS - DIGITALIZZAZIONE DOP IGP

ANALISI

Tecnologie innovative basate sul DNA
per investigare l'autenticita dialimentie
bevande fermentati DOP e IGP

Lo studio condotto dal CNR-ISPA prende in esame le nuove tecnologie per il riconoscimento del
DNA dei microorganismi al fine di individuare le tecniche migliori per valutare l'autenticita di
alimenti e bevande fermentati DOP e IGP e contrastare cosi le frodi alimentari

er fini di lucro, 'etichetta dell’alimento, o il prodotto alimentare stesso,

possono essere alterati, o sostituiti, commettendo cosi una frode ali-

mentare. Per superare questo problema, che causa un danno a consu-
matori e industria di circa 10-15 miliardi di dollari all’anno (come stimato dalla
U.S. Food and Drug Administration), 'autenticazione alimentare, intesa come
un processo analitico che accerta le informazioni sull’etichetta relative i) al
contenuto, ii) all’origine e iii) al processo di produzione dell’alimento, risulta
di fondamentale importanza.
Come definito dal gruppo di esperti dell'International Scientific Association
for Probiotics and Prebiotics (ISAPP), gli alimenti fermentati sono “alimenti
prodotti mediante replicazione microbica desiderata e conversioni enzima-
tiche delle componenti alimentari”. Nell’'Unione Europea, i marchi sulle Indi-
cazioni Geografiche, noti come “Denominazione di Origine Protetta” (DOP) e
“Indicazione Geografica Protetta” (IGP), promuovono e proteggono numerosi
prodotti agricoli e alimentari. | prodotti che posseggono lo status DOP o IGP
sono contrassegnati con il rispettivo logo che aiuta cosi i consumatori a po-
terli riconoscere. In particolare questi marchi proteggono un prodotto che
proviene da una regione specifica e segue un particolare processo di produ-
zione tradizionale. Molti formaggi fermentati italiani come il Grana Padano e
il Parmigiano Reggiano posseggono il marchio DOP, altri insaccati fermentati
come il Salame Felino e il Salame Cremona posseggono il marchio IGP, e nu-
merose bevande fermentate come vari vini italiani posseggono o il marchio
DOP o il marchio IGP.
Ciascun alimento fermentato o bevanda fermentata € caratterizzato da un pe-
culiare microbiota originato dalle materie prime, dalle attrezzature e dall’'am-
biente di lavorazione, la cui composizione ed evoluzione sono influenzate da
fattori biotici e abiotici che intervengono durante ogni specifico processo di
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produzione. Tale consorzio microbico assicura sia le atti-
vita difermentazione primarie, che garantisconoirisulta-
ti tecnologici della trasformazione, sia quelle accessorie,
che contribuiscono notevolmente alla definizione delle
caratteristiche di tipicita e qualita, basi della notorieta
dei prodotti fermentati. Sono stati riscontrati diversi con-
sorzi microbici specifici per I'area geografica di origine.
Per questo motivo, i microorganismi, ed in particolare il
loro DNA, possono essere usati come marker per valutare
l'autenticita di alimenti e bevande fermentati DOP e IGP
(Figural).

Metodi di identificazione basati sulla reazione a catena
della polimerasi (PCR)

L'amplificazione mediante PCR del gene 16S rRNA, e la suc-
cessiva analisi della sua sequenza nucleotidica, sono state
ampiamente utilizzate per identificare batteri di origine
alimentare. Tuttavia questo metodo potrebbe non consen-
tire I'identificazione accurata di specie strettamente corre-
late dal punto di vista filogenetico. I saggi PCR volti invece
ad amplificare frammenti di geni specie-specifici, anche di-
versidai geni16S rRNA, hanno accelerato e reso pitiaccura-
to il processo di identificazione. Inoltre, mentre I'analisi di
sequenza del gene 16S rRNA richiede classicamente un pri-
mo passaggio di isolamento del batterio bersaglio prima
dell’estrazione del DNA, la PCR specie-specifica puo essere
coltura-indipendente, ossia essere eseguita direttamente
sul DNA estratto dall’alimento.

Metodi di tipizzazione basati sulla PCR e sequenzia-
mento genomico

L’identita di un microrganismo usato a scopo tecnologico,
e/o probiotico, dovrebbe essere determinata non solo a li-
vello di specie ma anche di ceppo.

La RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) PCR pre-
vede I'amplificazione del DNA non mirata a specifiche se-
quenze bersaglio, ma bensi a regioni casuali del DNA. La
AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphysm) PCR

é basata invece sulla combinazione di due diverse fasi: la
preliminare digestione del DNA con enzimi di restrizione,
elasuccessiva amplificazione selettiva dei frammenti otte-
nuti. RAPD- e AFLP-PCR sono tecniche di genotipizzazione
che forniscono cosi profili di bande polimorfiche che con-
sentono la discriminazione del ceppo. Tuttavia, I'analisi
dell’endonucleasi di restrizione mediante elettroforesi
su gel in campo pulsato (Restriction Endonuclease Analy-
sis-Pulsed-Field Gel Electrophoresis, REA-PFGE), mediante
la quale i frammenti ottenuti dall’endonucleasi di restri-
zione del DNA genomico vengono direttamente risolti me-
diante PFGE, evita gli svantaggi della PCR fornendo profili
dibande polimorfiche, denominati pulsotipi, ed & conside-
rata la tecnica “gold standard” per la genotipizzazione.

Il sequenziamento dell’intero genoma (whole genome se-
quencing, WGS) consente I'identificazione di un microrga-
nismo target sia a livello di specie che di ceppo. Inoltre, I'a-
nalisi dei dati WGS permette di effettuare una valutazione
genetica della sicurezza e anche del potenziale probiotico
del microrganismo. In aggiunta, analizzando interi geno-
mi, & possibile rilevare sequenze specifiche del ceppo che
possono essere utilizzate per disegnare primer e sonde per
saggi PCR, anche di tipo real time, consentendo l'identifi-
cazione e la quantificazione tempestive di ceppi microbici
target in alimenti fermentati.

Metodi basati sulla PCR in tempo reale (real time PCR)
La PCR in tempo reale (real time PCR), tecnica rapida, ro-
busta e sensibile, ¢ ampiamente applicata per indagare
l'autenticita di alimenti fermentati. Con questa tecnica é
possibile quantificare in “tempo reale” un determinato mi-
crorganismo presente nell’alimento grazie al monitorag-
gio di un segnale fluorescente direttamente proporzionale
alla quantita di DNA target presente nel campione.

La digital droplet PCR (ddPCR) é una tecnica di PCR che
suddivide i campioni contenenti il DNA in migliaia di goc-
cioline che costituiscono camere di reazione separate. La
ddPCR fornisce i mezzi per rilevare il numero assoluto di

Figura 1. Schema di funzionamento delle tecnologie basate sul DNA per |'autenticazione di prodotti
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molecole di DNA o RNA in ciascun campione, rendendo
teoricamente il saggio pili preciso e sensibile. Sono stati
progettati primer e sonde specifici per specie e persino per
ceppo per consentire I'identificazione e la quantificazione
basata su real time PCR e ddPCR dei microrganismi tecno-
logici e per consentire l'autenticazione di alimenti fermen-
tati. Tuttavia, i metodi basati sul DNA non discriminano
tra microrganismi vitali e non vitali. Il propidio monoazi-
de (PMA), con la sua capacita di penetrare le membrane
cellulari compromesse, lega covalentemente il DNA delle
cellule non vitali o danneggiate; e 'addotto risultante non
é amplificabile mediante PCR. La PMA-real time PCR con-
sente quindi il rilevamento quantitativo tempestivo solo
di microrganismi vitali ed € uno strumento che puo essere
cosi applicato per l'autenticazione di alimenti probiotici e
fermentati DOP e IGP.

DNA-based biosensors e lab-on-a-chip devices

Questi dispositivi combinano un elemento biologico sen-
sibile (il recettore) con un trasduttore chimico o fisico per
rilevare selettivamente e quali-quantitativamente la pre-
senza di uno specifico composto in un dato ambiente. Le
proprieta intrinseche del DNA, come la sua elevata specifi-
cita e la possibilita di rilevamento ottico, elettrico o mecca-
nico, lo rendono un candidato eccellente per il suo utilizzo
in questo tipo di applicazioni. Data la sensibilita e la robu-
stezzaintrinseca dellaPCR, il biosensingbasato sullaPCR &
frequentemente utilizzato.

Larapida evoluzione delle micro e nanotecnologie ha aper-
to nuovi orizzonti verso la miniaturizzazione delle piatta-
forme di rilevamento convenzionali, dando vita ai cosid-
detti dispositivi lab-on-a-chip. Tuttavia, la PCR richiede
uno strumento di termociclazione, che limita significativa-
mente la potenziale miniaturizzazione del sistema. Per su-
perare questo limite, vengono sviluppati metodi di ampli-
ficazione isotermica e integrati in dispositivi microfluidici.
Lo sviluppo e lI'impiego di queste piattaforme integrate
sono perd ancora essenzialmente limitati al rilevamento
dei microrganismi patogeni. Gli evidenti vantaggi che pero
queste tecnologie possono apportare per rilevare anche
microrganismi tecnologici e probiotici risiedono soprat-
tutto nella riduzione dei volumi dei reagenti impiegati, e
quindi dei costi associati, nonché nella velocita dei tempi
di ottenimento dei risultati.

PCR-DGGE

L'amplificazione PCR di regioni variabili del gene 16S rRNA
seguita da elettroforesi su gel in gradiente denaturante
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, DGGE) é un’al-
tra tecnica frequentemente utilizzata negli ultimi decenni
perindagare l'autenticita di alimenti e bevande fermentati.
LaPCR-DGGE permette di ottenere un pattern di ampliconi
che teoricamente riflette la comunita microbica dell’ali-
mento target e pud essere specifico per I'area geografica
di origine, consentendo cosi di valutare l'autenticita di ali-

menti e bevande DOP e IGP, e di consentire la tracciabilita
di questi prodotti.

Metagenetica e metagenomica

L'analisi metagenetica dei geni 16S rRNA pud consentire la
caratterizzazione di alimenti fermentati e l'autenticazione
di prodotti DOP e IGP. Essa consiste nell’lamplificazione PCR
dei geni 16S rRNA presenti nel DNA metagenomico estratto
da un alimento, combinata con sequenziamento e allinea-
mento rispetto a un database di riferimento per rilevare la
composizione tassonomica di una comunita microbica.
Tramite la metagenomica shotgun viene invece sequen-
ziato l'intero campione di DNA microbico estratto dall’ali-
mento. Se il metodo di estrazione del DNA é efficiente, la
metagenomica fornisce informazioni sulla presenza di sva-
riati geni (non solo il 16S rRNA) e, inoltre, pud permettere
di ottenere interi genomi assemblati che possono fornire
utili informazioni genomiche anche a livello di ceppo. Se
combinata con la culturomica, la citometria a flusso o con
I'uso di PMA, puo portare alla caratterizzazione della co-
munita microbica vitale presente in prodotti probiotici e
fermentati, anche DOP e IGP.

Conclusioni

Le tecnologie basate sul DNA sono strumenti preziosi per va-
lutare l'autenticita di alimenti e bevande DOP e IGP fermen-
tati. Ad oggi sono disponibili diversi metodi basati sul DNA
ma, a seconda dell’'obiettivo specifico, dell'attrezzatura di-
sponibile e del budget, si dovrebbe scegliere di volta in volta
il metodo piti adeguato. Se l'obiettivo & valutare l'autenticita
di alimenti e bevande probiotici e fermentati, i dispositivi
lab-on-a-chip basati sull'amplificazione isotermica con PMA
sono strumenti preziosi e appropriati che possono consen-
tire il rilevamento quali-quantitativo in loco e tempestivo di
microrganismi vitali di origine alimentare. Tuttavia, sebbe-
ne tali dispositivi siano molto promettenti, stanno venendo
sviluppati ed utilizzati principalmente per il rilevamento di
microrganismi patogeni. Pertanto, la valutazione dell’effica-
cia di questi dispositivi nel rilevamento quali-quantitativo
di microrganismi tecnologici e/o probiotici rappresenta un
fruttuoso ambito di ricerca per il prossimo futuro.

I saggi basati sulla PCR in tempo reale con PMA, potendo
essere anche di tipo multiplex, consentono il rilevamento
quali-quantitativo simultaneo di numerosi probiotici, col-
ture starter o adjunct, direttamente da alimenti e bevande
fermentati. Tuttavia, i primer e le sonde devono essere cep-
po-specificiin modo da consentire il rilevamento quali-quan-
titativo degli specifici ceppi probiotici e/o tecnologici consi-
derati. In questo contesto, vale la pena progettare primer e
sonde basati sul genoma sequenziato di ogni ceppo target.
Se la necessita € quella di valutare l'autenticita di alimenti e
bevande fermentati DOP e IGP, & necessario utilizzare I'intero
microbioma come marcatore di autenticita. In questo caso, a
seconda del budget e delle attrezzature disponibili, & possibi-
le utilizzare la metagenomica o la PCR-DGGE.
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Abstract

L'autenticita di alimenti e bevande fermentati che posseggono lo status di “Denominazione di Origine Protetta” (DOP) o “Indicazione
Geografica Protetta” (IGP) pud essere valutata con numerosi metodi. Le tecnologie basate sul DNA sono emerse negli ultimi decenni
come strumenti preziosi per ottenere l'autenticazione alimentare e sono in fase di sviluppo metodi e piattaforme di analisi sempre
pili avanzati. Il presente articolo si concentra sulle pill recenti e avanzate tecniche basate sul DNA per l'autenticazione di alimenti e
bevande fermentati DOP e IGP. Trale tecnologie disponibili, e tecnologie basate sullareazione a catena della polimerasi (PCR) in tempo
reale con propidio monoazide (PMA) consentono il rilevamento quantitativo e tempestivo dei microrganismi vitali. I lab-on-a-chip
basati sul DNA sono dispositivi promettenti che possono essere utilizzati per il rilevamento quali-quantitativo in loco e puntuale dei
microrganismitecnologici. PCR-DGGE e metagenomica, anche combinati con'uso di PMA, sono strumenti preziosi che consentono di
ottenere informazioni sulla comunita microbica che caratterizza gli alimenti e le bevande fermentati DOP e IGP necessarie per la loro
autenticazione.
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