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SUMMARY – The “Malga cheeses” are typical cheeses made in little mountain dairies. The assurance of sanitary traits is mandatory for legislative reasons and for the survive of this producers. The hygienic quality of milk and artisanal cheeses produced in the Belluno area (Veneto, Italy) was investigated between 2005 and 2006. No Salmonella spp. nor enterotoxins of Staphylococcus spp. were found in all samples, even if several samples showed high counts for coliforms. In conclusion the hygienic conditions of milking and cheese processing must be improved to prevent microbial hazards. Moreover the application of molecular tools provides reliable informations on the presence of microbiological risks factors in the cheese chain production and can be an useful tool for the evaluation of food safety.
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INTRODUZIONE – La richiesta degli allevatori di qualificare i formaggi prodotti con metodi artigianali porta alla necessità di approfondire le conoscenze sulle tecnologie casearie utilizzate e sulle caratteristiche dei formaggi ottenuti al variare delle zone produttive. I principali fattori che possono influenzare i processi tecnologici sono ormai noti a livello industriale mentre per le realtà produttive delle zone disagiate in aree montane, come gli alpeggi, è più ostico reperire dati analitici. Garantire la salubrità nella produzione dei formaggi di malga ed evitare l’insorgere di difetti sono obiettivi da perseguire per tutelare tali prodotti e il loro contributo al patrimonio locale (1). Una soluzione a tali propositi potrebbe essere quella della certificazione volontaria di prodotto. La prospettiva di aderire a un disciplinare di produzione implica in ogni modo un approfondimento delle conoscenze relative alle caratteristiche microbiologiche che influenzano la caseificazione. A tal fine è stato intrapreso uno studio sperimentale che si è proposto gli obiettivi di valutare l’andamento e caratterizzare la microflora durante le fasi di produzione per tutta la filiera produttiva.
MATERIALI E METODI – Questo studio ha riguardato 23 malghe ubicate sulle Dolomiti in Provincia di Belluno, tutte a quota superiore i 1500 metri. Al fine di comprendere l’evoluzione della microflora dalla materia prima al prodotto finito, sono stati effettuati prelievi di: latte crudo, sieroinnesto (costituito da siero spurgato dalla caseificazione precedente e lasciato fermentare a circa 20 °C per 20 ore), cagliata fresca appena raccolta sui teli da spurgo e formaggio stagionato 60-90 giorni. Sono stati, inoltre eseguiti tamponi ambientali nei locali di produzione e stagionatura. Il prelievo dai 23 formaggi di malga si è svolto utilizzando sonde sterili per ottenere carotaggi sia in profondità che sotto crosta. Tutti i 290 campioni sono stati prelevati in asepsi, immediatamente refrigerati e trasportati in laboratorio. Le analisi sono state eseguite entro le 24 ore dal ricevimento. La sperimentazione è stata condotta nel biennio 2005-2006. Le indagini microbiologiche sono state effettuate con le seguenti metodiche: la carica microbica totale (CMT) è stata condotta secondo la norma ISO 4833:2004. L’enumerazione di stafilococchi coagulasi positivi è stata eseguita attenendosi alla ISO 6888-1:2000. Le conte di Bacillus cereus e dei coliformi totali sono state condotte secondo la ISO 7932:1993 e la ISO 4832:1991, rispettivamente. La ricerca di Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Escherichia coli e batteri lattici sono stati realizzati mediante metodi interni validati presso il laboratorio Eptanord di Conselve (PD). L’identificazione di specie di Staphylococcus aureus e Bacillus cereus è stata realizzata con Kit APIStaph e API50 CHB (Biomérieux). I ceppi identificati sono stati sottoposti al test di agglutinazione al lattice per la ricerca di enterotossine stafilococciche (SET RPLA, Oxoid). Sono stati, inoltre, determinati i valori di pH e di attività dell’acqua libera (aw): il primo con un pHmetro da banco Orion e il secondo con lo strumento Aqualab®, che rileva il valore di aw misurando il punto di rugiada.

RISULTATI – Relativamente ai batteri patogeni, in nessun campione è stata isolata Salmonella spp.; soltanto un campione di latte crudo è risultato contaminato da Listeria monocytogenes e da un valore di 1,1∙101 di Escherichia coli. Gli altri valori minimi (Min.), medi (Media) e massimi (Mass.) di carica microbica specifica e dei parametri chimico-fisici riscontrati nei campioni sono riportati nella Tabella 1. L’identificazione biochimica ha confermato che il 75% delle colonie di Stafilococchi coagulasi positivi appartenevano alla specie Staphylococcus aureus mentre sia S. Hyicus che S. xylosus erano presenti al 10%; per finire il 5% apparteneva alla specie S. hominis. Tutti questi ceppi sono risultati negativi alla ricerca di enterotossine stafilococciche mediante test di agglutinazione al lattice. Nell’identificazione biochimica di Bacillus cereus è stata notata una difficoltà del kit API50 CHB a definire precisamente il ceppo. Alla lettura a 48 ore del test tutti i ceppi risultavano identificati al 59,7% delle probabilità come B. mycoides e al 39,6% come Bacillus cereus. 
Tabella 1: Parametri microbiologici (UFC) e chimici. Staf. Coag +: Stafilococchi coagulasi positivi. Formaggio sottocrosta: campione di formaggio prelevato superficialmente al di sotto della crosta. Formaggio profondità: campione di formaggio prelevato in profondità.
	Campioni
	CMT
	Colifomi totali
	B. cereus
	Batteri lattici
	Staf. Coag +
	pH
	aw

	
	Min.
	1,2 ∙105
	3,0 ∙102
	<102
	1,5 ∙103
	<102
	6,68
	-

	Latte


	Media
	3,0 ∙105
	4,6 ∙103
	1,8 ∙103
	2,1 ∙105
	11,8 ∙103
	6,73
	-

	
	Mass.
	4,4 ∙105
	3,5 ∙104
	1,6 ∙104
	8,0 ∙105
	2,3 ∙104
	6,75
	-

	
	Min.
	-
	<102
	<102
	1,2 ∙107
	<102
	4,80
	-

	Siero

innesto
	Media
	-
	<102
	<102
	3,8 ∙107
	<102
	4,85
	-

	
	Mass.
	-
	4,2 ∙102
	<102
	9,6 ∙107
	<102
	4,90
	-

	
	Min.
	2,6 ∙106
	<102
	2,0 ∙102
	1,4 ∙103
	<102
	5,38
	-

	Cagliata


	Media
	4,4 ∙106
	6,4 ∙105
	2,0 ∙103
	1,3 ∙106
	2,9 ∙104
	6,25
	-

	
	Mass.
	7,3 ∙106
	8,0 ∙106
	4,0 ∙104
	1,1 ∙108
	4,6 ∙105
	6,67
	-

	
	Min.
	1,3 ∙107
	<102
	<102
	6,0 ∙105
	<102
	6,70
	0,934

	Formaggio

sottocrosta
	Media
	4,5 ∙108
	3,2 ∙104
	2,1 ∙103
	5,8 ∙106
	3,0 ∙104
	6,73
	0,947

	
	Mass.
	1,3 ∙109
	5,5 ∙105
	1,5 ∙106
	3,1 ∙108
	5,6 ∙106
	6,76
	0,980

	
	Min.
	8,4 ∙106
	<102
	<102
	4,8 ∙104
	<102
	6,70
	0,930

	Formaggio

profondità
	Media
	6,5 ∙107
	2,0 ∙104
	2,8 ∙103
	5,0 ∙106
	3,1 ∙104
	6,71
	0,966

	
	Mass.
	1,2 ∙109
	3,1 ∙105
	3,0 ∙106
	3,8 ∙108
	1,6 ∙106
	6,72
	0,978

	
	Min.
	-
	<102
	-
	-
	<102
	-
	-

	Tamponi


	Media
	-
	1,2 ∙102
	-
	-
	<102
	-
	-

	
	Mass.
	-
	5,0 ∙102
	-
	-
	<102
	-
	-


CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI – I risultati dello studio condotto sull’intera filiera della produzione dei formaggi di malga nella Provincia di Belluno nel biennio 2005-2006 appaiono confortanti considerando il peculiare tipologia dei prodotti e le complesse condizioni in cui si svolge la loro lavorazione. In generale si è evidenziata una microflora numericamente molto variabile ed eterogenea per composizione. L’assenza di Salmonella spp. e di enterotossine stafilococciche rappresenta una garanzia per la salute dei consumatori. E’ stata evidenziata un’elevata carica di batteri lattici, indice di condizioni naturali favorevoli e una buona maturazione lattica dei prodotti caseari. I valori medi di pH e aw si collocavano nella norma. In particolare i campioni di latte hanno messo in evidenza una carica microbica (CMT) mediamente superiore alla norma e si rilevava una costante presenza di stafilococchi, Bacillus cereus e coliformi. Nella cagliata e nei formaggi l’evenienza di cariche elevate di stafilococchi coagulasi positivi dimostra che durante le prime fasi di lavorazione si realizzano condizioni per cui non sempre si può contare su qualità di materie prime e condizioni operative tali da costituire una valida difesa contro le proliferazioni microbiche aberranti. Di conseguenza non è possibile escludere la possibilità di produzione di tossine (1). La carica dei contaminanti batterici lungo la filiera aumentava manifestando come durante le fasi di salatura, stagionatura, confezionamento e distribuzione potessero realizzarsi nuove contaminazioni o condizioni favorevoli per una ripresa dello sviluppo microbico. Le ricerche effettuate nella stessa Regione Veneto sullo stesso argomento (2-3) riportano livelli di contaminazione simili. I dati ottenuti con la ricerca, quindi, possono suscitare qualche perplessità in relazione all’utilizzo del latte crudo nella preparazione dei formaggi di malga. Alla luce di questi dati ci pare chiaro che l’implementazione di buone pratiche di lavorazione e di corrette prassi igieniche del produttore possono permettere di ottenere formaggi qualitativamente apprezzabili. I risultati ottenuti mettono in evidenza la necessità di effettuare una valutazione del rischio nei caseifici (4) per garantire la sicurezza alimentare a questi prodotti di nicchia. La formazione degli addetti e la vigilanza igienico-sanitaria da parte dei veterinari igienisti rappresentano perciò il mezzo migliore per garantire la sicurezza e la qualità di un formaggio espressione del sapore della tradizione italiana. Nonostante il crescente interesse manifestato dai consumatori per il formaggio di malga, restano, tuttavia, diverse difficoltà nella definizione delle caratteristiche merceologiche del prodotto finito e soprattutto, delle procedure di raccolta e trasformazione del latte. Una corretta gestione del rapporto tempo/temperatura nella produzione del sieroinnesto potrebbe consentire una più regolare acidificazione della pasta del formaggio nel corso della maturazione riducendo il manifestarsi di difetti nel corso della stagionatura. Notevole importanza nella composizione microbiologica e nel profilo aromatico del prodotto è da imputarsi all’ecologia della microflora che si sviluppa lungo la filiera che per altro non è stata oggetto di questo specifico studio. Vista la complessità dei risultati, più che interessarci alla sola evoluzione numerica della microflora sentiamo la necessità di indagare sull’evoluzione genetica dei “tipi” di batteri presenti. In particolare si dovrebbero studiare ceppi potenzialmente capaci di produrre tossine per cercare di comprendere i meccanismi molecolari che ne regolano la sintesi. Una volta determinata la corretta tassonomia e l’assetto dei geni codificanti le tossine si potrà valutare il potenziale rischio dei singoli ceppi. Questa attività cognitiva è già in atto ed è stata oggetto di una prima comunicazione proprio nell’attività divulgativa di questa Associazione (5). In conclusione si ritiene che l’individuazione dei “tipi” predominanti e il loro monitoraggio sul territorio (6) sia un necessario strumento per sviluppare strategie alternative atte al controllo delle tossinfezioni alimentari. 
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