PRESENZA DI HELICOBACTER PYLORI IN LATTE CRUDO BOVINO
 OCCURENCE OF HELICOBACTER PYLORI IN RAW COW MILK
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Summary- This work gives the results of a survey conducted on the presence of H. pylori in raw cow milk produced in Southern Italy, using a Nested Polymerase Chain Reaction  assay for the detection of glmM (ureC) gene as screening method followed by bacteriological isolation. Out of the 110 raw cow milk samples examined 55 (50%) showed the presence of  glmM (ureC) gene while none isolate was recovered from the analyzed samples. This findings warranted further investigations on the source of contamination of the milk samples and on the sanitary impact that it could have on the consumers. 
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INTRODUZIONE- Helicobacter pylori rappresenta un problema di sanità pubblica nei paesi industrializzati e nei paesi in via di sviluppo (2) in quanto circa la metà della popolazione mondiale ne è infetta (9). È universalmente riconosciuto che H. pylori rappresenta una delle principali cause di ulcera gastrica e duodenale; numerosi studi, inoltre, hanno dimostrato il ruolo eziologico del microrganismo anche in alcune gravi neoplasie come il cancro gastrico e il MALToma (low grade B-cell mucosa associated lymphoid tissue lymphoma of the stomach) (12). Nonostante l’elevata incidenza dell’infezione, le vie di trasmissione e gli eventuali serbatoi del microrganismo non sono ancora noti; tuttavia sono state avanzate diverse ipotesi tra le quali la possibilità che la trasmissione di H. pylori all’uomo possa avvenire attraverso il consumo di acqua e gli alimenti contaminati. H. pylori è stato infatti isolato da acqua potabile (10; 11; 7; 17), da acqua di mare (3) e da alimenti di origine animale, come latte ovino (5), latte bovino (6) e latte di capra (14) e pertanto diversi ricercatori hanno supposto l’esistenza di serbatoi animali del microrganismo (5; 6). Infatti in numerosi studi è stata dimostrata la presenza di H. pylori nella mucosa gastrica di bovini, suini e cavalli (4) e l’isolamento del microrganismo dalla mucosa gastrica e dal latte ovino, sottolineano la possibilità che questi animali possano rappresentare serbatoi di H. pylori (5). È stato inoltre dimostrato che H. pylori  è in grado di sopravvivere per lunghi periodi nel latte e in alimenti ready-to-eat (13; 15); questo aspetto avalla l’ipotesi che nel caso in cui si realizzi una contaminazione primaria degli alimenti (serbatoio animale) o una contaminazione secondaria dovuta a scarsa igiene durante le fasi di lavorazione (serbatoio umano) gli alimenti possano essere veicolo di trasmissione del microrganismo all’uomo (15). L’isolamento di H. pylori dagli alimenti è indaginoso e richiede l’applicazione di un complesso e lungo protocollo (7gg). Inoltre, se esposto a condizioni ambientali sfavorevoli, H. pylori  può dare luogo alla formazione di Viable but not Colturale Form (VNC). Pertanto la ricerca di H. pylori nelle matrici alimentari, mediante l’impiego di tecniche microbiologiche convenzionali, potrebbe fornire risultati falsamente negativi e dare origine ad una sottostima della presenza del germe negli alimenti (8). Per questo motivo, numerosi autori hanno proposto l’utilizzo di tecniche di biologia molecolare per il rilievo di H. pylori dall’acqua e da matrici alimentari (20; 16). Lo scopo di questo studio è quello di valutare la presenza di H. pylori nel latte crudo di bovino prodotto nel Sud Italia impiegando una tecnica di Nested Polymerase Chain Reaction (Nested-PCR) come metodica di screening.  
MATERIALI E METODI - 110 campioni di latte bovino di massa provenienti da aziende zootecniche dislocate in Puglia, Sardegna e Calabria sono stati raccolti e sottoposti ad analisi nel periodo ottobre 2005 - ottobre 2006. Ciascun campione di latte (circa 100 ml) è stato raccolto in condizioni di asepsi, trasportato presso i nostri laboratori in regime di refrigerazione (4°C) e sottoposto al protocollo di analisi entro due - sei ore dall’arrivo. Un’aliquota di 1ml, prelevata da 50 ml di ciascun campione previa omogenizzazione in stomacher per 2 min, è stata utilizzata per le prove di screening. I campioni risultati positivi in Nested-PCR sono stati sottoposti ad analisi batteriologica per l’isolamento del ceppo.

Nested PCR - Per l’estrazione del DNA batterico dai campioni di latte bovino è stato utilizzato il Dneasy Tissue Kit (QIAGEN) seguendo le indicazioni della ditta produttrice parzialmente modificato (16).
I primer Hp 1 e Hp 2 (5(-AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3(, 5(-AAGCTTACTTTCTAACACTAAACGC-3() è stata utilizzata per ottenere un amplicone di 294 bp relativa al gene glmM (ureC) (1). La coppia di primer Hp 3 e Hp 4 (5(-CTTTCTTCTCAAGCGGTTGTC-3(, 5(-AAGCCATCGCCGGTTTTAGC-3() è stata utilizzata per amplificare una regione di 252 bp localizzata internamente al primer Hp 1 e Hp 2 (1). 2 μl di ciascun estratto è stato amplificato in 50 μl di master mix contenente 10 x HotMaster Taq buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.5, 50 mM KCl, 25 mM MgCl2), 200 mM di ciascun dNTPs, 0.5 mM di ciascun primer (Hp 1 e Hp 2), e 1.25 U di Hot Master Taq DNA polymerase (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). L’amplificazione è avvenuta secondo il seguente protocollo: 95°C per 2 min e 33 cicli a 94°C per 1 min, 61°C per 2 min, 72°C per 1,5 min seguito da 72°C per 5 min. Dopo la prima amplificazione, 1 μl del prodotto finale è stato trasferito nella seconda master mix e riamplificato per 30 cicli con la coppia di primer Hp 3 e Hp 4 secondo il seguente protocollo: 95°C per 2 min e 30 cicli a 94°C per 1 min, 62°C per 2 min, 72°C per 1,5 min seguito da 72°C for 5 min. La visualizzazione degli amplificati è stata ottenuta mediante elettroforesi in gel di agarosio al 1,5%, colorato con etidio bromuro; come marker di riferimento è stato impiegato Gene Ruler TM 100 bp DNA Ladder (MBI Fermentas, Milano, Italia). La visualizzazione degli amplificati è stata eseguita con transilluminatore ad UV.
Sequenziamento - Gli ampliconi sono stati purificati in colonnine Ultrafree-DA (Amicon, Millipore, Bedford, USA) e sequenziati in ABI-PRISM 377 con il Kit Taq DyeDeoxyTerminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems) in entrambe le direzioni (con gli stessi primer utilizzati per la Nested-PCR). Gli elettroferogrammi sono stati controllati manualmente e le sequenze ottenute allineate con il programma ClustalX (18). L’allineamento è stato verificato, sistemato manualmente e confrontato con le sequenze di H. pylori presenti in GenBank (GenBank accession n. AJ252993 (19).
Isolamento di H. pylori - I campioni risultati positivi in Nested-PCR sono stati sottoposti all’analisi batteriologica per l’isolamento dei ceppi di H. pylori  secondo il protocollo descritto altrove (15).
RISULTATI - Cinquantacinque (50%) dei 110 campioni di latte crudo bovino esaminati sono risultati positivi per la presenza del gene glmM (ureC) di H. pylori e precisamente 16 (45.7%) provenivano da aziende zootecniche della regione Puglia, 23 (56%) dalla Sardegna e 16 (47%) dalla Calabria (Tabella 1).
Non è stato possibile isolare i ceppi batterici dai 55 campioni risultati positivi in Nested-PCR.

Il sequenziamento degli ampliconi ottenuti dai campioni di latte bovino risultati positivi in Nested PCR ha mostrato un’omologia del 98% con le sequenze disponibili in GenBank (accession n. AJ252993) (19). 
Tabella 1. Numero di campioni positivi per distribuzione geografica

	Origine
	Latte bovino
	n. campioni positivi (%)

	Puglia
	35
	16 (45.7)

	Sardegna
	41
	23 (56)

	Calabria
	34
	16 (47)

	Totale
	110
	55 (50)


CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI - H. pylori è un importante patogeno dell’uomo che, come riportato da numerosi autori, può contaminare il latte e infettare l’uomo (5; 6). 
In questa indagine 55 (50%) dei 110 campioni di latte bovino provenienti da aziende zootecniche site in Puglia, Sardegna  e Calabria hanno evidenziato la presenza del gene glmM (UreC) di H. pylori (Tab. 1). 

Ai sensi del Reg. CE 853/2004 è consentita la commercializzazione di latte crudo direttamente dal produttore al consumatore finale, attraverso l’impiego di distributori automatici in regime di refrigerazione (0/4°C) purché vengano rispettati i requisiti microbiologici riportati  nel Reg. CE 853/2004 e nel Reg. CE 2073/2005 e l’azienda abbia un piano di autocontrollo. Alla luce di quanto esposto, considerando che H. pylori è in grado di sopravvivere nel latte contaminato anche per tempi piuttosto lunghi (15) e che la dose infettante è verosimilmente bassa, il consumo di latte crudo si configura come un potenziale rischio di infezione da H. pylori per il consumatore. Tuttavia, il potenziale pericolo sanitario resta relegato al consumo di latte crudo o di prodotti da esso derivati; infatti, considerata la vicinanza tassonomica con Campylobacter spp., specie notoriamente inattivata dal processo di pastorizzazione del latte (21), si presume che anche H. pylori possa subire lo stesso destino.  

In accordo con Fujimura (6) considerate le elevate positività ottenute in questa nota, la possibilità che il bovino rappresenti un reservoir di H. pylori, risulta verosimile.
Il mancato isolamento di ceppi di H. pylori dai campioni risultati positivi utilizzando la metodica Nested-PCR potrebbe essere verosimilmente imputato alla bassa carica contaminante del latte da parte del microrganismo o alla presenza in esso di forme VNC, forme vive, metabolicamente attive e che conservano il loro potere infettante ma non isolabili sui terreni colturali. Tuttavia, l’impiego di una metodica di biologia molecolare molto sensibile come la Nested-PCR utilizzata (3 CFU/ml) (dati non pubblicati) ha consentito il lo screening dei campioni esaminati che sarebbero altrimenti risultati negativi se processati con il solo metodo microbiologico. Pertanto, emerge la necessità di mettere a punto protocolli integrati dotati di notevole sensibilità che consentano lo screening dei campioni e l’isolamento selettivo del microrganismo, per garantire un controllo microbiologico sanitario del latte sempre più sicuro e completo. 
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