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“La lattaia” (The Milkmaid) di Jan Veermer, pittore olandese di Delft
(1632-1675).

Dipinto a olio su tela di cm 46,5 x 41, databile intorno al 1660, conser-
vato nel Rijksmuseum, Amsterdam (Olanda) (www.rijksmuseum.nl).

Una domestica versa il latte, completamente presa dal suo lavoro. Al
di fuori del latte che scende, tutto é immobile nella penombra della
stanza. Veermer ha ristretto la sua tavolozza ai colori primari rosso,
blu e giallo, eseguendo il disegno con grande cura, come dimostrano
i numerosi ritocchi in corso d’opera. Difatti il triangolo formato dal-
la figura e dalla tavola (con il pane) viene bilanciato dal rettangolo
della parete di fondo, per cui la testa della donna assume contorni
monumentali e un senso di dignita. Numerosi Autori hanno speculato
sull’attivita e sul carattere della “Milkmaid”, concludendo che il suo
aspetto sarebbe piii consono ad una santa o ad un’eroina del passato
(Www.metmuseum.org).

Si ringrazia la Direzione del Rijksmuseum di Amsterdam per la riproduzione del quadro di Veermer in alta defini-
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PRESENTAZIONE

Da tempo un numero crescente di persone d’ogni
eta e latitudine lamenta disturbi attribuiti al con-
sumo di certi alimenti. Due le categorie di cibi
piu frequentemente colpevolizzati: quelli che con-
tengono lattosio e quelli che contengono glutine.

Ovwvie (ed immediate) le ripercussioni sul commer-
cio dei derivati del latte e dei cereali in genere.

Le industrie, pertanto, si sono attivate per aggira-
re I’ostacolo delle intolleranze, mettendo a punto,
con procedimenti tecnologici innovativi, prodotti
dichiarati “lactose-free” o “gluten-free” certa-
mente molto validi e gradevoli, tanto da conse-
guire ampie soddisfazioni.

Tuttavia una considerazione s’impone. Vale a di-
re che, davanti agli scaffali dei supermercati, sta
sempre e soltanto al consumatore scegliere “cum
granu salis” i prodotti ritenuti pint adatti alla tute-
la della propria salute.

Questo significa, per chi sospetta di essere intol-
lerante, valutare possibili alternative sulla tavola,
rivolgendosi, ad esempio, verso ’acquisto di certi
formaggi stagionati che non contengono lattosio,
o0 la preparazione di piatti a base di vegetali (co-
me riso o mais) naturalmente privi di glutine.

Ma gli alimenti con scritto sopra “free”, “frei”,
“sans” saranno quelli del domani?

Il Segretario Generale Il Presidente
dr. Stefano Capretti dr. Francesco Bettoni
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PREFAZIONE

QUANDO I CIBI FANNO MALE

Da sempre si sa che gli alimenti possono qualche volta provocare nell’'uvomo reazioni av-
verse, attualmente chiamate fossiche e non-tossiche.

Le reazioni tossiche sono le pil gravi, non dipendono strettamente dalla dose scatenan-
te e colpiscono indifferentemente gli individui. In pratica, corrispondono agli avvelenamenti
alimentari, che poi comprendono intossicazioni e tossinfezioni. Alla base delle intossicazioni
c’¢ I’ingestione di un agente non vitale, che puo essere una sostanza chimica, come un ferti-
lizzante, un antibiotico, una tossina batterica preformata.

Nelle tossinfezioni, invece, oltre alla tossina, partecipa anche un agente infettante vivo,
come avviene in presenza di certi microrganismi patogeni (ad esempio, le salmonelle) che si
moltiplicano nell’organismo.

Le reazioni non-tossiche danno generalmente conseguenze meno gravi, dipendono dalla
dose della sostanza nociva e sono legate alla suscettibilita individuale dell’ospite.

Si dividono in allergie e intolleranze.

Forme di reazioni avverse al cibo non tossiche

Le forme di reazioni avverse al cibo non tos- = i
siche possono manifestarsi in queste tre forme: J‘m / s II
"= Allergia: la manifestazione ¢ immediata Ny ) [ g (
con produzione di anticorpi di classe IgE, le a5 bt = | &
manifestazioni sintomatologiche possono esse- '_,lﬁ s, I!
re di tipo respiratorie (riniti, asma), cutanee (or- "'».::.-gl': " 3
ticaria, eczemi), anafilassi, congiuntiviti, distur- _l,'f;i' R, £
bi dell’apparato gastrointestinale.
"= Intolleranze enzimatiche: determinate
dall’incapacita di metabolizzare 1’alimento, ad 5
esempio deficit di lattasi, deficit di GgPD Gluco- - { _’f
sio-6-fosfato-deidrogenasi (che provoca il favi- y TR

smo), intolleranza al grano (che provoca la celia-
chia). Le manifestazioni sintomatologiche
possono interessare il sistema gastrointestinale, i
oppure i disturbi possono essere di tipo extra-ga-
strointestinale ed interessare I’intero organismo.

= Intolleranze farmacologiche o da ad-
ditivi alimentari: non sono reazioni imme-
diate e le manifestazioni sintomatologiche
sono variabili da forme di tipo gastrointesti-
nale a forme extra-gastrointestinali (di entita
da lieve a moderata), in quanto possono esse-
re presenti sia meccanismi di tipo biochimico
che immunologico, con produzione di anti-
corpi specifici (generalmente di classe IgG).
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IL PROBLEMA DELLE CARENZE
ENZIMATICHE

11 lattosio

La reazione di demolizione del lattosio ¢
importante per le conseguenze sul metaboli-
smo intestinale. La carenza dell’enzima lattasi
(che caratterizza gli individui adulti in misu-
ra variabile nei diversi gruppi etnici, ma che ¢
particolarmente diffusa nelle popolazioni asia-
tiche e africane) provoca intolleranza verso gli
alimenti che contengono lattosio, con conse-
guenti sintomi a livello gastro-intestinale. La
genetica ha dimostrato che esistono fondate
ragioni per spiegare le cause di questo feno-
meno, attorno al quale sono state avanzate nu-

Vincenzo Campi, I mangiatori di ricotta, olio
su tela del 1580 circa, conservato presso il
Musée des Beaux Arts di Lione.

merose ipotesi.
PIONEERS IN LACTOSE INTOLERANCE

John Witte, biochimico, University of California, San Francisco, USA (1990)

“Experiments demonstrated that newly synthesized lactase is initially recognized as a
precursor molecule with a relative molecular weight (Mr) of 205,000. We identified two
distinct alterations in lactase biosynthesis accounting for adult hypolactasia. Studies in
three deficient subjects demonstrated markedly reduced synthesis of the pre-
cursor protein though posttranslational processing appeared identical to
normal. Multiple studies in a fourth deficient subject demonstrated synthesis
of ample amounts of precursor lactase but reduced conversion to the mature
active form of the enzyme” .

Pil Autori si sono dedicati allo studio della deficien-
za di lattasi, soprattutto nei bambini. Uno dei centri
di ricerca piu affermati si trovava in Olanda, pres-
so I’Academic Medisch Centrum dell’Universita di
Amsterdam. Tra questi Ricercatori si citano Van’t Hoff e Coll.
(1991) e Rings E.H. e Coll. (1994).

Mark G. Thomas, genetista, University College, Londra (PLOS 2009) in collaborazione
con Joachim Burger ¢ Mattews Collins, Mainz University (Mainz, Germania).

“Lactase persistence (LP) is common among people of European ancestry, but with the
exception of some African, Middle Eastern and southern Asian groups, is rare or absent
elsewhere in the world. Lactase gene haplotype conservation around a pol-
ymorphism strongly associated with LP in Europeans (—13,910 C/T) indi-
cates that the derived allele is recent in origin and has been subject to
strong positive selection. Furthermore, ancient DNA work has shown that
the —13,910*T (derived) allele was very rare or absent in early Neolithic
central Europeans” .

Given that dairying in the Middle East started thousands of years before the
LP allele emerged in Europe, ancient herders must have found ways to reduce
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lactose concentrations in milk.
It seems likely that they did so
by making cheese or yogurt.
Fermented cheeses such as feta
and cheddar have a small frac-
tion of the lactose found in fresh
milk; aged hard cheeses similar
to Parmesan have hardly any.

Once the LP allele appeared, it
offered a major selective advan-
tage. In a 2004 study, research-
ers estimated that people with the
mutation would have produced
up to 19% more fertile offspring
than those who lacked it. The re-
searchers called that degree of
selection “among the strongest
yet seen for any gene in the ge-
nome”. Compounded over sever-
al hundred generations, that ad-
vantage could help a population

DAIRY DIASPORA
Jairging practicet toresd fram The Micdis East o
sroem o el o B Roolil ue iransition e huiilng

arie! jgalinervag o agreaiiurs

Proce of o rmaghy
EF s BT

B sirve e
ke chis

T.500 YEARS AGD
Lachme periatene, Ihe abilty bo dnes milk
AT E g o eetel Do

B.0D0 TEARS AGD

Hahiin iasrie ibe Baiuan

ELA00 YEARS AGD

oAt B, I e

11,000-10,008 YEARS AGD

P EulLe Sevalos. in e Ml
Bt Ths & b st of agicuTure and pos
sitiy e SamiScation of diiny Animsis

to take over a continent. But only if “the population has a supply of fresh milk and is dairy-
ing”, says Mark G. Thomas. “It’s gene-culture coevolution. They feed off of each other.”
(da Andrew Curry, free lancer in Berlin, 2013).

Robert T. Jackson e Michael C. Latham negli anni *70 hanno indagato sulla diffusione
del malassorbimento del lattosio tra i bambini del popolo Masai (Lactose malabsorp-
tion among Masai children of East Africa, Am.J. Clin. Nutrition 1979, 32,779-782), tra i
quali il 62% soffriva di malassorbimento di lattosio, mentre solo il 38% era in grado di
assorbirlo. Come mai i Masai sono piul intolleranti delle altre popolazioni africane? Una
risposta puo essere trovata nelle cosiddette “firme di selezione recente”. In sostanza, nel
genoma dei Masai il segnale di “recente selezione positiva” sulla variazione e differenzi-
azione per il gene LCT & maggiore rispetto alle altre popolazioni, probabilmente a causa
della forte pressione selettiva. In altre parole, la selezione genetica € piu recente tra i
Masai, quindi meno completa ed efficiente (www.lactease.com).

I Masai.

\

Robert T. Jackson. Michael C. Latham,
Cornell University,

Ithaca (NY), USA.
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La lattasi ¢ generalmente presente nei neonati e nei bambini, che sono quindi in grado di
scindere il lattosio presente nel latte e di assorbire, a livello intestinale, galattosio e glucosio.

Con il progredire dello sviluppo, I’espressione e
’attivita della lattasi iniziano a diminuire nella
maggior parte delle persone e generalmente sono
mantenute a livelli efficaci soltanto nelle popo-
lazioni caucasiche, a condizione che si continui
a inserire nella loro alimentazione latte o, in ge-
nerale, alimenti che contengano lattosio.

Il problema dell’intolleranza al lattosio ¢ sta-
to, in gran parte, risolto dall’industria, che sta
mettendo a disposizione, in crescendo, un note-
vole numero di prodotti “senza lattosio” (lacto-
se-free), chiamati anche “ad alta digeribilita”. Il
successo di questi alimenti ¢ testimoniato dal-

lo spazio loro riservato nelle aree commerciali e Mappa delle percentuali d’intolleranza al

dall’apprezzamento dei consumatori.

lattosio in Europa.

D’altronde, non tutti i latticini contengono quantita apprezzabili di lattosio, come si pud

vedere dalla seguente tabella.

Lo yogurt, grazie alla fermentazione, ¢ generalmente tollerato e allo stesso modo sono ben
tollerati certi formaggi a lunga stagionatura (parmigiano-reggiano, pecorino, provolone, ecc).
Sorpresa delle sorprese, tra i digeribili il gorgonzola (vedi APPENDICE) e il mascarpone (ec-
cetto quello definito “cremoso”), che si pud assumere perché prodotto tramite la coagulazione
acido-termica della caseina (lacuochinasopraffina.com; cucinainsimpatia.net).
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LATTE E FORMAGGI

Valori medi di lattosio contenuto (in grammi per 100 grammi di alimento)

latte bovino intero 4.5
parzialmente scremato 4.6

delattosato 0.5

in polvere magro 50.5

pecora 4.5

capra 4.2

bufala 4.9

yogurt da latte bovino intero 3.2
parzialmente scremato 3.3

alla frutta 3.1

panna 4.1
fiocchi di latte 2.6
formaggi da latte bovino crescenza 1.5-2
Taleggio 0

Gorgonzola 0

fontina 0

provolone 0

grana padano 0

parmigiano-reggiano 0

mozzarella 1.5

ricotta 4

Cheddar 0.2

Edam 1

mascarpone 0

da latte di pecora pecorino 0

ricotta romana 3.2

La celiachia ¢ un’intolleranza
al glutine, sostanza lipoproteica
presente in frumento, segale, or-
70, avena, farro, spelta, Kamut®.
Pud manifestarsi dopo una situa-
zione di stress (malattia, gravi-
danza. Intervento chirurgico), au-
mentando nel corso della vita o
scomparendo improvvisamente.

Nei bambini pud comparire
qualche mese dopo 1’introduzio-
ne del glutine nella dieta.

E probabilmente conseguenza
di una quantita esagerata di gluti-
ne che I’organismo non ¢ in grado
di metabolizzare.

Il cesto di pane, Salvador Dali (1926), St. Petersburg,
Museum, Florida (USA).
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Spelta

11 glutine ¢ definito come la frazione pro-
teica del frumento, segale, orzo, avena,
Kamut®, spelta, triticale o i loro ceppi ibri-
dati o da essi derivati, insolubile in acqua
e 0,5 M NaCl e alla quale i celiaci sono
intolleranti.

Le prolamine sono definite come le fra-
zioni del glutine che possono essere estrat-
te con etanolo al 40-70%. La prolamina
da frumento ¢ la gliadina, dalla segale ¢ la
secalina, dall’orzo € 1’ordeina e dall’ave-
na ¢ I’avenina.

11 contenuto di prolamina nel glutine &
considerato generalmente del 50% circa.

XVIII
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Prevalence of celiac disease

[ Unknown 1 J;
000 =-0.5% :
Eo6-1%

311 - 15%

B =1.5% *

Wheat corsumption

Keal/person/day % .
Ci13=208
= 399-783
B 74 - 1187
. 1158 - 1,552

Il progresso nelle conoscenze scientifiche ha permesso di accertare che la celiachia ¢ una
malattia autoimmune che si instaura in soggetti geneticamente predisposti. Questo fatto puo
rivestire notevole importanza nella diagnosi precoce per il neonato.

In Europa ¢ senz’altro la malattia genetica piu frequente. La sua incidenza, in Italia, si ag-
gira intorno all’1% della popolazione e, secondo alcuni Autori, riguarda percentualmente in
prima linea le donne. Esistono anche rapporti fra celiachia e intolleranza al lattosio.
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E interessante ricordare gli sforzi spesi dai Ricercatori che fin dal XIX° secolo si sono de-
dicati allo studio di questa patologia, avanzando teorie sulle sue origini e proponendo rimedi

non sempre efficaci.

PIONEERS IN THE GLUTEN-FREE DIET
(da Van Berge G.P. e Coll., 1993)

Samuel Jones Gee (1839 — 1911) ¢ stato un medico pediatra britannico. Nel 1888 pub-
blico la prima moderna e completa descrizione della celiachia nei bambini
(o malattia di Gee-Herter), teorizzando 1’importanza della dieta per il suo
controllo. Gee studio i precedenti documenti riportanti la malattia e conclu-
se che una dieta mirata fosse 1’unica cura possibile. Gee riconobbe che I’in-
tolleranza al latte e gli alimenti contenenti elevate quantita di amido doves-
sero essere evitati. Tuttavia, egli vieto frutta, riso, sago e verdure, mentre
consigliava carne cruda e fette sottili di pane tostato.

Christian Archibald Herter, medico e farmacologo statunitense (1865 - 1910), professo-
re di chimica medica al Bellevue Hospital Medical College di New York, scrisse nel 1908
un libro sui bambini celiaci, definendo la malattia “infantilismo intestinale”; noto inoltre

che i grassi erano pil tollerati rispetto ai carboidrati.

Sidney V. Haas, pediatra americano (1870-1964), sviluppo nel
1924 una dieta a base di banane, che rimase “in vigore” finché
non furono definitivamente determinate le cause della celiachia.
I suoi studi furono continuati dal figlio, Merrill P. Haas, che

pubblico “The Management of Celiac Disease”.

Solo nel 1940 si fece un collegamento con il grano, propo-
sto dal pediatra olandese Willem Karel Dicke. A contribu-
ire nella scoperta fu la carestia olandese del 1944, quando
il grano scarseggiava e i suoi pazienti mostravano un deciso
miglioramento della situazione.

vaccini (Nexvax-2), microrganismi della bocca (Tian
e Coll.,2014) che digeriscono il glutine (Rothia), hanno
avuto esiti contrastanti. Occorre invece escludere dal-
la dieta alcuni alimenti comuni, pane, pasta, biscotti e
pizza, sostituendoli con mais, riso o altri vegetali. E ri-
tornare a colture di piante con minor contenuto di glu-
tine (vedi quadro sotto) e sistemi di panificazione tra-
dizionali.
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Anche in questo caso
I’industria ha preparato
(e continua a vendere)
una vasta scelta di pro-
dotti alimentari “senza
glutine” che, attraverso
la grossa distribuzione,
possono coprire in gran
parte la domanda del
pubblico.

Certamente con i
prodotti lactose-free e
gluten-free ’industria
ha colto una grossa
opportunita commer-
ciale, occupando quo-
te di mercato del tutto ;
inattese. Al mercato settimanale - foto: E. Lodetti.
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1. INTRODUZIONE

Come ¢ noto, il latte ¢ il primo e unico alimento dei neonati di tutti i mammiferi, che for-
nisce loro, immediatamente dopo la nascita, i nutrienti e I’energia necessari ad assicurare una
sana e appropriata crescita. Mentre per la maggior parte dei mammiferi il consumo di latte
si interrompe con lo svezzamento, nell’uomo il suo consumo continua per tutta la vita come
componente di rilievo della sua dieta.

Due caratteristiche su tutte sono spesso proposte come nutrizionalmente e funzionalmen-
te importanti per spiegare la ragione dell’inclusione del latte e derivati nella dieta di un in-
dividuo.

Questi alimenti, correntemente consumati nei Paesi occidentali, sono, infatti, considerati
una importante fonte di proteine e di calcio (Ca), oltre che di altri nutrienti di rilievo quali
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grassi (circa 400 differenti acidi grassi), vitamine (liposolubili e idrosolubili) e minerali (P,
Mg, Zn, Se) tanto da essere qualificati “alimento ideale” e per questa ragione frequentemen-
te inclusi come componenti primari di diete salubri. A questo proposito si ricorda, tra I’altro,
il promettente effetto, emerso in alcuni recentissimi studi, del consumo di derivati del latte
sul peso, sulla composizione corporea e, pitl in generale, sulla sindrome metabolica (Abarou-
ei et al, 2012; Bendtsen et al, 2013; Chen et al, 2012; Dugan e Fernandez, 2014).

CONSUMO DI LATTE NEL MONDO

IDEALDIETAIT

GONSUMO A TESTA D LATTE La frazione proteica del latte &€ composta di due classi di proteine:
ERMEND T le caseine (80%) e le sieroproteine (20%). Le prime sono proteine

coniugate (fosfoproteine) che, nel caso di quelle bovine, consisto-
no di a(s1, 37%)-, a(s2,10%)-, B(35%)-, k-caseine (12%). Esse so-
no disperse nel latte in forma di micelle stabilizzate proprio dalle
m: e k-caseine; i granuli di micelle caseiniche sono mantenuti come una
s R A LT sospensione colloidale nel latte e precipitano (coagulano) a seguito
n ¥ rapiinse della sua acidificazione.
AR P S Le sieroproteine, invece, sono proteine che rimangono solu-
bili anche dopo la precipitazione delle caseine e consistono di
[-lattoglobuline (~50%), a-lattalbumina (20%), albumina (10%) pil lattoferrina e lattope-
rossidasi (la frazione percentualmente restante, Farrel er al, 2004). Tanto le caseine che le
sieroproteine sono proteine di alta qualita biologica per la loro composizione amminoacidica
(contengono tutti gli amminoacidi essenziali), per la biodisponibilita e per la digeribilita, an-
che se il modo con cui sono assorbite e digerite ¢ diverso.

Le caseine, infatti, sono considerate (Boirie ef al, 1997) proteine “lente”; esse coagulano a
contatto con I’ambiente acido dello stomaco, provocandone il ritardato svuotamento e, conse-
guentemente, il rallentato aumento postprandiale degli amminoacidi plasmatici. Le sieropro-
teine, invece, inducono un rapido, elevato e transiente aumento degli amminoacidi plasmatici.

Oltre alla qualita e al valore biologico, alle proteine del latte e, in particolare, ai biopeptidi,
che da esse originano per degradazione enzimatica, si riconoscono diverse funzioni biologi-
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che, che assicurano un’ azione protettiva e benefica alla salute dell’'uomo (attivita antimicro-
bica, antiossidante, antipertensiva, antitrombotica, immunomodulatrice e oppioide (Koldov-
sky, 1989; Teschemacher e Koch,1991; Fiat et al, 1993; Severin e Wenshui, 2005; Jauhiainen
et al, 2007; Politis e Chronopoulou, 2008; Jenssen et al , 2009; Sisecioglu et al, 2010 ; Mills
et al, 2011; Fekete et al 2013).

Per quanto riguarda il Ca, si tratta di un macroelemento naturalmente presente nel latte in
elevata quantita; la sua concentrazione media &, infatti, di 1200 mg/L, distribuiti in parte nella
fase micellare, in parte in quella acquosa. Nella fase micellare, esso € associato ai fosfoseril-
residui delle caseine, mentre nella fase acquosa il Ca ¢ legato alle sieroproteine o ¢ presente
sottoforma di fosfati. Proprio I’elevata quantita di Ca presente nel latte e derivati ¢ stata uno
dei fattori vantati a favore del loro consumo perché questo ¢ stato associato a una piu alta
densita ossea nel consumatore. Da lunga data, si riconosce, infatti, che il Ca, assunto durante
la crescita in adeguata quantita, e in presenza di una appropriata concentrazione di vitamina
D (Cranney et al, 2007; Ross et al, 2011; Rizzoli et al, 2013), ¢ il fattore critico per raggiun-
gere il picco di massa ossea. I1 Ca ha un ruolo strutturale ed & necessario per conferire al tes-
suto osseo rigidita, solidita ed elasticita. Del tutto recentemente, ’EFSA (2015) ha fissato la
quantita di Ca da assumere con la dieta (i DRVs) nelle varie eta (Tabella 1).

Tabella 1 - Valori di riferimento per la dieta (DVRS) di calcio per i neonati,
i bambini e gli adulti

ETA Assunzione Fabbisogno Assunzioni di riferimento
adeguata medio per la popolazione
mg/giorno mg/giorno mg/giorno

7-11 mesi 280

1-3 anni 390 450

4-10 anni 680 800

11-17 anni 960 1150

Adulti: 18-24 anni® 860 1000

Adulti:= 25 anni® 750 950

Legenda: (a) donne in gravidanza e in allattamento

Nel caso in cui la quantita di Ca fornita dalla dieta dovesse essere insufficiente a soddisfa-
re le esigenze fisiologiche dell’organismo per una bassa assunzione e/o insufficiente assorbi-
mento gastrointestinale, il Ca ¢ riassorbito dallo scheletro in modo da mantenere la concen-
trazione ematica dentro valori appropriati ad assicurare le funzioni cellulari e tissutali (tra cui
la trasmissione neuronale, la contrazione muscolare e vascolare, la coagulazione del sangue,
il trasporto di membrana). Questo causera la riduzione della massa ossea che, a sua volta, po-
tra comportare osteopenia e osteoporosi con un aumento del rischio di fratture ossee (Caroli
et al,2011,Rizzoli, 2014).

Il latte, pero, contiene anche elevate quantita di lattosio che alcuni individui hanno una
pitl 0 meno marcata incapacita di digerire. Infatti, come in tempi recenti si & scoperto, il lat-
tosio per essere assorbito deve essere scomposto nei due monosaccaridi costitutivi, glucosio
e galattosio, grazie all’azione di un enzima digestivo, la lattasi (Fig. 1) che in alcuni soggetti
tende a ridursi in maniera rilevante dopo lo svezzamento. Per questa ragione, strati pitt 0 me-
no ampi della popolazione di vari Paesi del mondo, nonostante I’importanza nutrizionale dei
prodotti lattiero-caseari, ne evitano il consumo perché intolleranti o per prevenire i distur-
bi che ritengono possano presentarsi dalla maldigestione di tale carboidrato, potenzialmente
compromettendo 1’assunzione di proteine nobili, calcio e vitamina D.



Figura I - Rappresentazione della localizzazione della lattasi e dell’ assorbimento
e metabolismo del glucosio e galattosio

Una volta compresi i meccanismi implicati nell’intolleranza al lattosio, & apparso chiaro
che uno dei modi di gestire il problema era ridurre o eliminare I’assunzione del lattosio. In
questi ultimi decenni, grazie agli importanti contributi conoscitivi messi a disposizione dalla
ricerca, I’industria lattiero-casearia ha messo a punto e adottato alcune soluzioni tecnologi-
che che prevedono la degradazione del lattosio mediante 1’uso della lattasi microbica o la sua
rimozione mediante cromatografia o filtrazione, producendo e commercializzando, a partire
gia dagli anni sessanta, latte a ridotto contenuto di lattosio, per arrivare in questi ultimi anni
alla produzione e commercializzazione di una ampia gamma di prodotti lattiero-caseari, com-
preso il latte trattato termicamente, tutti “senza lattosio”.

1.1 11 lattosio (4-0-f-D-galattopiranosil-D-glucopiranosio, C;, Hy, O;;)

E un disaccaride, composto da una molecola di glucosio e una di galattosio, legate co-
valentemente con legame [31-4 glicosidico, sintetizzato nelle mammelle delle lattifere dalla
lattosio-sintetasi, un complesso di due proteine, I’'UDP-galattosil-transferasi (E.C.2.4.1.22) e
a-lactalbumina (a-Lac) (Khun, 1983). Si puo trovare in due forme isomeriche o e 3 che sono
in equilibrio in soluzione acquosa. E idrolizzato dalla B-galattosidasi, che ha una speciale pre-
ferenza per la forma beta (Schaafsma, 2008), nei due monosaccaridi costitutivi, che nell’uomo
sono assorbiti e trasportati nel fegato attraverso la vena porta, dove il galattosio ¢ convertito
in glucosio (Lomer et al, 2008) (Fig. 1). B presente essenzialmente nel latte di tutti i mam-
miferi, dove costituisce il principale carboidrato, in concentrazione assai variabile secondo la

6



specie. La sua concentrazione nel latte umano ¢ di 7,2 g/100 ml, mentre quella riscontrabile
nel latte bovino ¢ di 4,8 g/100 ml (rappresenta il 30% circa del potere calorico del latte intero).

Nel primo anno di vita, il lattosio € la pit importante fonte di energia del neonato, fornen-
dogliene quasi la meta della domanda complessiva (Vesa et al, 2000). Molto si ¢ speculato
sulla presenza di questo speciale zucchero nel latte: un’ipotesi lo ritiene associato alla sua
solubilita che si accorda bene con la sua sintesi e secrezione nel latte, fornendo, altresi, una
giusta quantita di energia senza provocare un aumento della pressione osmotica (Mustapha et
al, 1997). Un’altra ipotesi privilegia il fatto che il lattosio offre una bilanciata quantita di glu-
cosio, fonte energetica, e galattosio, un elemento cruciale nello sviluppo del cervello (Adam
et al, 2004); questo monosaccaride, infatti, mediante la sua trasformazione in acetilgalatto-
samina, ¢ uno dei sei carboidrati che concorrono alla formazione dei gangliosidi, importanti
componenti dei ricettori di membrana e delle superfici delle cellule del sistema nervoso (Var-
ki, 2008; Wang, 2009).

E stato a lungo dibattuto il ruolo del lattosio come fattore che aumenta I’assorbimento dei
minerali, in particolare del Ca. Oggi ¢ generalmente accettato il fatto che il lattosio ha un posi-
tivo effetto nell’assorbimento del macroelemento negli animali, mentre rimane dibattuto quel-
lo nell’uomo. Dati sperimentali indicano, pero, che la concentrazione plasmatica, e, quindi,
I’assorbimento di calcio dopo consumo di latte & rispettivamente il 34% (con il latte delatto-
sato) e il 37% (con quello non delattosato) nei soggetti adulti intolleranti e il 24% (con il de-
lattosato) e il 26% (con il latte non delattosato) nei soggetti tolleranti (Tremaine et al, 1986).

I soggetti adulti intolleranti al lattosio mostrano, dunque, un significativo piu alto assor-
bimento del calcio; questo dato ¢ stato confermato anche da uno studio successivo (Griessen
et al, 1989). Secondo questi dati sembra potersi affermare che 1’intolleranza al lattosio non
sarebbe di ostacolo all’assorbimento del calcio, specialmente quando il lattosio ingerito pro-
viene da prodotti lattiero-caseari (Suarez et al, 1998). Sulla questione ’EFSA Panel Diete-
tic Products, Nutrition, and Allergies (NDA) (2010) ha affermato che le evidenze disponibili
non sono sufficienti per trarre conclusioni sull’assorbimento del calcio dai prodotti in cui il
lattosio ¢ stato idrolizzato; in ogni caso, continua il Panel, non c’¢ d’aspettarsi alcun effet-
to nutrizionalmente negativo se i prodotti delattosati differiscono dai prodotti lattiero-casea-
ri convenzionali solo per il contenuto in lattosio. Coerentemente, 1’anno successivo I’EFSA
Panel (NDA) ha rigettato la richiesta per il claim “lattosio e assorbimento del calcio”, perché
la documentazione messa a loro disposizione non dimostrerebbe alcuna relazione di causa
ed effetto tra il consumo di lattosio e 1’aumento dell’assorbimento del calcio con sua conse-
guente ritenzione (EFSA, 2011).

1.2 La lattasi (lattasi florizin idrolasi, EC 3.2.1.23/26)

E una delle sette glucosidasi di cui & dotato 1’orletto a spazzola (I’insieme dei microvilli,
cioe di quelle sottili estroflessioni citoplasmatiche della membrana) degli enterociti dell’in-
testino (Hauri et al., 1985) (Fig. 1).

Piu precisamente, € una glicoproteina, legata alla membrana degli enterociti, a catena po-
lipeptidica singola, con due siti catalitici: uno in grado di scindere il lattosio (la lattasi pro-
priamente detta), I’altro responsabile della degradazione degli aril- e alchil-B-glicosidi, quali
la florizina e i 3-glicoceramidi (la florizina idrolasi, Naim et al 1987). La lattasi & sintetiz-
zata (Fig. 2) prima come precursore (la pre”’pro” lattasi florizina idrolasi) dall’apparente pe-
so molecolare di 215,000 Da (Danielsen et al, 1984; Skovbjerg et al, 1984) nel reticolo en-
doplasmatico. Qui subisce una N- glicosilazione e dimerizzazione prima di essere trasferita
all’apparato del Golgi, dove ¢ ulteriormente N-e O- glicosilata e processata per arrivare alla
molecola di 160,000 Da; si ha cosi una pro-lattasi che & inviata all’apparato del Golgi, dove
viene ampiamente glicosilata e probabilmente dimerizzata (Naim et al, 1987).
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Figura 2 - Sintesi della lattasi florizin idrolasi

Il gene della lattasi umana, come si ¢ potuto dedurre dal cDNA sequencing, si compone di
quattro domini (Fig. 3): 1) una sequenza segnale di scissione composta da 19 amminoacidi,
(2) un complesso lattasi che contiene in una singola catena polipeptidica sia la lattasi sia la
florizina idrolasi, (3) un segmento idrofobico di aggancio alla membrana degli enterociti vi-
cino al C-terminale, e (4), infine, un segmento idrofilo C-terminale di 26 aminoacidi distri-
buito nel citosol (Mantei et al, 1988).
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Figura 3 - I quattro domini che compongono il gene della lattasi florizin idrolasi umana

La lattasi ¢, dunque, I’enzima digestivo responsabile dell’idrolisi del lattosio a glucosio
e galattosio per il successivo assorbimento, presente sull’orletto a spazzola degli enterociti
dell’intestino, (Skovbjerg et al, 1981; Mantei et al, 1988). La produzione della lattasi pre-
senta, pero, una specifica espressione tissutale, non solo differente lungo 1’asse longitudinale
dell’intestino tenue (la piu alta espressione si rileva nella parte intermedia del digiuno, (Fig.
4); Lomer et al, 2008; Leonardi et al, 2012) ma anche una espressione varia tra le cellule del-
lo stesso digiuno come rilevato nei differenti enterociti localizzati alla giunzione cripta/villo
(Troelsen, 2005).
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Figura 4 - Distribuzione della produzione di lattasi nell’intestino tenue

I livelli di enzima prodotto raggiungono il massimo nel neonato per poi ridursi a circa il
10 % del suo valore iniziale (Auricchio et al, 1963; Dahlquist et al, 1963) in maniera irre-
versibile dopo lo svezzamento, in tempi variabili secondo il gruppo etnico di appartenenza
durante tutto lo sviluppo (Mauri et al, 1991; Rossi et al, 1997; Wang et al, 1998; Lee et al,
2002); nella maggior parte dei casi questo declino si manifesta durante I'infanzia. Il timing
del processo di riduzione della lattasi ¢ influenzato, oltre che da un intrinseco programma on-
togenico (Duluc, 1994) e da modifiche ormonali che subentrano con lo svezzamento (Freund,
1991), anche da modifiche di tipo nutrizionale che sopravvengono proprio con lo svezzamen-
to (Henning, 1987; Duluc et al, 1992); cosi un prematuro o un ritardato cambiamento verso
una alimentazione pitt complessa accelera o ritarda il declino enzimatico e la modifica della
distribuzione longitudinale dell’espressione genica dell’enzima nell’intestino tenue (Lebental,
1973; Duluc, 1992). In alcuni soggetti, invece, la produzione di lattasi persiste durante tutta
la vita (Enattah et al, 2002; Swallow 2003; Ingram et al, 2007; Tishkoff et al, 2007; Enattah
et al,2008). Si tratta dei discendenti di quelle popolazioni (Leonardi et al, 2012; Curry,2013)
che alcune migliaia di anni fa hanno cominciato a praticare la pastorizia. Tenendo presente
che D’attivita lattasica & espressa in unita per g di mucosa fresca o per g di proteina (EFSA,
2010), si parla di persistenza della lattasi quando si riscontrano valori dell’enzima sopra 50
U/g. Varicordato che in molti animali 1’assunzione di lattosio o di latte puo indurre la lattasi
(Freund et al, 1993) questo, perd, non avviene nell’'uomo (Gilat ef al, 1972). Negli animali,
gli ormoni, in particolare il cortisone e la tiroxina, influenzano la lattasi intestinale, il primo
aumentandone la produzione, il secondo inibendola (Koldowsky et al, 1970; Malo e Menard,
1979; Raul et al, 1983).

2. LE FORME DI MALDIGESTIONE DEL LATTOSIO

La terminologia usata per definire la maldigestione del lattosio varia in relazione alla
bassa o assente attivita della lattasi causata da una alterazione (nel caso del neonato) o ri-
duzione (nel caso dell’adulto) dell’espressione del gene di tale enzima. Si parla di carenza
congenita della lattasi per indicare una malattia autosomica, assai rara e presente nei neo-
nati di differente origine etnica (in Finlandia, dove sembra essere particolarmente diffusa,
si stima 1 caso/ 60.000 nuovi nati; Jarveld ez al, 1998) per un difetto genetico (Nose et al,
1970; Savilahti et al, 1983; Kuokkanen et al, 2006; Torniainen et al, 2009). A causa della
mancanza dell’enzima alla nascita, il neonato va incontro a una profusa diarrea intratta-
bile (condizione assai pericolosa per la disidratazione e perdita di elettroliti) sin dalle pri-
me poppate di latte materno o di quello adattato contenente lattosio. A tutt’oggi sono state
individuate 9 mutazioni nel gene della lattasi, responsabili della CLD (congenital lactase
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deficiency; OMIM 223000). Invece, la carenza della lattasi nell’adulto, detta anche latta-
si non persistente, ¢ una condizione che deriva dalla fisiologica riduzione dell’enzima cui
I’uomo va incontro dopo lo svezzamento. L’ipolattasia causa una insufficiente digestione
del lattosio che ¢ indicata col termine di maldigestione (Swallow, 2003), mentre quando si
accompagna alla comparsa di sintomi clinici (borborigmo, flatulenza, crampi addominali,
gonfiore addominale, diarrea, Schaafsma, 2008; Law et al, 2010) prende il nome di intol-
leranza al lattosio; essa ¢ attribuibile a uno squilibrio tra la quantita di lattosio ingerita e
la capacita della lattasi (Arola e Tamm, 1994) di idrolizzare il disaccaride. La presenza di
lattosio maldigerito nel colon, perd, non necessariamente provoca i sintomi gastrointestina-
li dell’intolleranza (Vesa et al, 1996; de Vrese et al, 2001; Savaiano et al, 2006); la maldi-
gestione/intolleranza ¢, infatti, influenzata, oltre che dalla quantita di lattasi, dalla quantita
della singola assunzione, dalla frequenza e dalla quantita complessiva ingerita nella giorna-
ta, dalla quantita di lattosio maldigerito che raggiunge il colon, dal grado di fermentazione
da parte della flora microbica del colon, dall’assunzione del lattosio in associazione con
altri alimenti, dal tempo del transito intestinale, dal sesso, dall’eta, dalla sensibilita viscera-
le o anomalie della peristalsi, dal grado di consumo o rimozione degli acidi grassi a catena
corta e gas (Gibson et al, 1990; Vesa et al, 2000; Brown-Esters et al, 2012) prodotti duran-
te la fermentazione microbica intestinale. Per effetto di ci0, secondo alcuni ricercatori solo
un terzo dei soggetti maldigestori sono intolleranti al lattosio (Gasbarrini et al, 2009) anche
se per altri la vera prevalenza degli intolleranti ¢ sconosciuta (Shaukat ef al, 2010) a causa
della mancanza di una gold standard definition di intolleranza. Ad eccezione delle popo-
lazioni del centro e nord Europa e dei loro discendenti che vivono in America e Australia
(Fig. 5), il 70-100% degli adulti del pianeta ¢ maldigestore del lattosio (Itan et al, 2010).

Figura 5 - Distribuzione dell’intolleranza al lattosio nei differenti Paesi

La prevalenza della non persistenza della lattasi ¢ del 3-5% in Scandinavia, del 17% in Fin-
landia, del 23% in Gran Bretagna, del 4% in Danimarca, del 14% in Germania, del 17% in
Finlandia, del 20% in Austria, del 23% in Gran Bretagna, del 34% in Spagna, del 37% in Po-
lonia, del 38% in Francia, del 40% in Ungheria, del 43% in Estonia, del 46% in Grecia, del
56% nel nostro Paese, del 70-90% in Africa, dell’80% in Asia Centrale, del 90-100% nell’ Asia
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Orientale, del 30% nel nord e del 70% nel sud dell’India, del 15% nella popolazione bianca,
del 53% in quella ispanica e dell’ 80% in quella nera del Nord America e, infine, del 65-70%
nell’ America del sud (Sahi, 1994; Ingram et al, 2009). Non sono disponibili, tuttavia, dati sul-
la prevalenza dell’intolleranza al lattosio valutata in base ai sintomi, correlati all’assunzione di
lattosio e alla misura del H, espirato, nell” intera popolazione (Jellema et al, 2010). General-
mente, la perdita dell’attivita lattasica comincia tra i 2 e i 6 anni, tranne che nelle popolazioni
di razza bianca con bassa prevalenza della lattasi non persistente in cui comincia pil tardi e in
alcuni casi addirittura addirittura a 20 anni (Seppo et al, 2008). Sia la carenza congenita sia la
non persistenza della lattasi sono ereditate come caratteristiche autosomiche recessive (Vesa et
al,2000). Esiste anche una maldigestione secondaria conseguente a processi patologici intesti-
nali che causano un danno alla mucosa dell’intestino tenue (enteriti, morbo di Crohn, infezioni
batteriche o parassitarie, celiachia, chemioterapia). Si tratta, in genere, di una condizione che
tende a scomparire con la risoluzione della patologia intestinale causale. Pertanto, nella po-
polazione adulta si ritrovano due distinti fenotipi, uno con la lattasi persistente e I’altro con la
ipolattasia (Auricchio ef al, 1963, Dahlqvist et al, 1963). E stata recentemente segnalata anche
una carenza transitoria della lattasi per indicare la maldigestione del lattosio relativa, osservata
tra i neonati pretermine di meno di 34 settimane di gestazione (Heyman, 2006).

2.1 Le basi genetiche della tolleranza al lattosio

Solo una decina di anni fa si sono potute chiarire le basi genetiche della tolleranza al latto-
sio con la dimostrazione che la persistenza di un alto livello della lattasi ¢ dovuta a una alte-
razione (mutazione) del gene della lattasi presente nel braccio lungo del cromosoma 2 (Kru-
se et al, 1988), (Fig. 6), e piu precisamente a un polimorfismo a singolo nucleotide (Enattah,
2002) nella regione a monte del locus del gene della lattasi (LCT).

Questo polimorfismo consiste nel cambiamento del nucleotide della timina (T) con quel-
lo della citosina (C) con il risultato di avere le seguenti varianti nella popolazione: CC, CT o
TT _13 910- In altre parole, I’espressione del gene che codifica per la lattasi (LCT) ¢ dovuta a
un polimorfismo, che funziona come elemento cis-acting, influenzando il promotore del ge-
ne lattasi (Ho er al, 1982) con il risultato finale di avere gruppi di individui omozigoti per la
persistenza della lattasi (alta attivita della lattasi), gruppi eterozigoti con media attivita della
lattasi e, infine, soggetti omozigoti non persistenti con bassa attivita della lattasi (Tabella 2).

Tabella 2 - Distribuzione dei genotipi tra i soggetti lattasi persistente e non persistente *

Genotipi Lattasi non persistente % Lattasi persistente %

CT. 13010

CC ~100 0

CT <5 >95

TT 0 100
GALi8

GG 100 0

GA >90

AA 100

Legenda: * Enattah et al, 2002; Babu et al, 2010
Nel nostro Paese gli abitanti della Sardegna presentano la stessa variante C/T-13910 diffu-

sa tra le popolazioni del nord Europa (Schirru et al, 2007). Il fenotipo lattasi persistente (LP)/
lattasi non persistente (LNP) ¢ determinato geneticamente con LP ereditato in maniera auto-
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somica dominate (Enattah er al, 2007); mentre LNP ¢ considerato il tipo ancestrale, LP ¢ la
conseguenza della sopradetta mutazione (Swallow, 2003).

Studi sull’inizio dell’ipolattasia hanno dimostrato che, nonostante la presenza del polimor-
fismo, c’¢ poca differenza nell’espressione della lattasi nei neonati rispetto ai soggetti che
non I’hanno; questo sta a indicare che la mutazione diventa sempre pitl funzionale nel corso
della crescita (Wang et al, 1998). Il meccanismo molecolare che induce la down-regulation
degli alleli della lattasi non persistente non ¢ stato, perd, ancora chiarito (Enattah ez al, 2007,
Enattah et al, 2008; Ingram et al, 2009b); si € ipotizzato che le proteine che si legano al DNA,
regolate in modo evolutivo, promuovano la trascrizione o destabilizzino gli mRNA trascrit-
ti, causando una diminuzione dell’espressione della lattasi dopo lo svezzamento (Wang et al,
1998; Rasinperi et al, 2005). Analisi del promotore del gene della lattasi hanno dimostrato
che esso contiene piul polimorfismi organizzati in un piccolo numero di aplotipi (Hollox et
al,2001). Infatti, oltre al polimorfismo C/T-13910, ¢ stato identificato nei Finlandesi un altro
polimorfismo, il G/A-22018, anche questo associato al carattere persistenza della lattasi in
eta adulta (Enattah, 2002). I due polimorfismi sono localizzati rispettivamente a ~14 kb e a
~22 kb a monte del gene LCT, rispettivamente all’interno degli introni (sequenze di basi non
codificanti) 9 e 13 del gene adiacente MCMG6 (Mini Chromosome Maintenance 6), un enhan-
cer del promotore del gene LCT (Fig. 6) (Poulter et al, 2003).

Successivamente, mediante studi funzionali ¢ stato dimostrato che la variante T ¢ un piu
efficace enhancer dell’attivita del promotore di LCT della variante C (Olds e Sibley, 2003;
Troelsen et al, 2003). Polimorfismi diversi da quelli rilevati nelle popolazioni europee (il
T/G-13915, G/C-14 010, C/G-13907 e il T/C-13913) (Fig. 6) sono, invece, stati riscontrati
in molte popolazioni mediorientali e africane dedite alla pastorizia e, quindi, al consumo di
latte (Ingram et al, 2007; Tishkoff et al, 2007; Enattah et al, 2008; Torniainen et al, 2009 a).

= L1k
o a 1 LPHgene 48.3 kb — MCMG gene 36.2kb <
A *x
- Intron 13 3.2 kb / \_ Intron @ 1.3kb
mamanmnﬁ o AATATLAA, ACCATT n.ﬁ.ﬁTEl‘. aaTaGE Ecs:
AT b AWy LS b ETT ™ ™
—— [T —
A e DS . LD
AU, ol B Pareneeh. pegauteness
o Pl

SMP associated with LP in African populations

Figura 6 - Localizzazione dei polimorfismi della lattasi
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Ciascuno di questi alleli presenta una diversa distribuzione geografica: ad esempio, il T/G-
13915 ¢& presente soprattutto in Medio Oriente, Arabia Saudita (Imtiaz et al, 2007), mentre gli
altri sono riscontrabili tra le popolazioni dell’ Africa orientale. La correlazione del fenotipo
persistenza della lattasi nell’adulto con la pratica dell’allevamento del bestiame e della mun-
gitura ha portato a formulare 1’ipotesi che questo carattere sia il risultato di una forte selezione
naturale iniziata circa 10.000 anni fa (Aoki, 1986; Holden e Mace, 1997). Questa selezione
ha rappresentato per le razze che presentavano la mutazione “persistenza lattasi” un vantag-
gio evolutivo perché ha permesso loro di poter utilizzare il latte, ”sapendo” di digerirlo, nei
periodi in cui i raccolti erano scarsi (Beja-Pereira et al, 2003).

2.2 L’intolleranza percepita

Per il National Institute of Health (NIH) consensus development panel (2010) 1’intolleran-
za al lattosio ¢ la sindrome clinica caratterizzata dal manifestarsi di sintomi gastrointestinali,
mentre la maldigestione del lattosio ¢ quella condizione caratterizzata dalla produzione di H,
rilevata mediante il breath test (Suchy et al, 2010). Cio premesso, si ricorda che alcune per-
sone avvertono sintomi dopo aver consumato piccole quantita di latte e per questo credono di
essere intolleranti al latte, anche se non ci sono prove che confermano la loro convinzione e,
ciog, che i sintomi siano effettivamente dovuti a intolleranza al lattosio (Scrimshaw e Mur-
ray, 1988). In effetti, le persone con intolleranza al lattosio percepita non presentano i carat-
teri della maldigestione (Jellema et al, 2010); alcuni ricercatori (Suarez et al, 1995) hanno
verificato che la percezione di disturbi gastrointestinali dopo il consumo di piccole quantita
di latte ¢ da attribuire a cause diverse dall’intolleranza al lattosio, come la sindrome del co-
lon irritabile (Vernia et al, 1995), le enteriti (Swagerty et al, 2002), la celiachia (Jankowiak e
Ludwig, 2008). In effetti, i soggetti che si autoqualificano intolleranti al lattosio si dimostrano
di poter tollerare il consumo di un bicchiere di latte senza avvertire alcun sintomo di intolle-
ranza (Suarez et al, 1995). Un recentissimo studio italiano sull’argomento (Tomba et al, 2012)
arriva ad affermare che i sintomi dell’intolleranza al lattosio riportati da alcuni soggetti do-
po aver assunto 15 g dello zucchero non erano dovuti alla mal digestione, ma piuttosto a una
tendenza alla somatizzazione. Quanto fin qui riassunto porta ad ammettere che 1’intolleranza
al lattosio sia molto individuale e influenzata da fattori fisiologici e psicologici (McBean e
Miller, 1998). In proposito, si ¢ costatato che I’intolleranza al lattosio percepita ¢ il pit rile-
vante fattore correlato alla riduzione dei consumi di latte (Klesges et al, 1999).

2.3 L’intolleranza al lattosio del celiaco

Nella malattia celiaca i segni clinici dell’intolleranza al lattosio sono stati frequentemente
riportati in soggetti considerati insensibili a una dieta senza glutine (Lefter et al, 2007). La ce-
liachia e la lattasi non persistente sono, infatti, due malattie genetiche che interessano la stessa
mucosa dell’intestino tenue. La possibile conseguenza della coesistenza di queste due malattie
¢ che i sintomi della carenza da lattasi associati alla celiachia possono essere fonte di errore per
la scarsa aderenza ad una dieta senza glutine. Per contro, la mancata assunzione di latte da par-
te del soggetto celiaco gia negativamente influenzato dalla dieta pud comportare altri problemi.

3. LE POSSIBILI CAUSE DEI SINTOMI GASTROENTERICI
DELLA MALDIGESTIONE DEL LATTOSIO

Come gia anticipato, quando la lattasi prodotta ¢ insufficiente, la porzione di lattosio non
digerito raggiunge il colon (Fig. 7), dove & prima trasformato in glucosio e poi fermentato
dalla flora microbica intestinale con produzione di acidi grassi a catena lineare corta (acetico,
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propionico, butirrico) e gas (idrogeno, metano) solo nel 15% dei soggetti (Romagnuolo ef al,
2012) e anidride carbonica (He et al, 2006).
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Figura 7 - Aree di idrolisi del lattosio e relativo destino

Il lattosio che arriva nel colon ha due effetti fisiologici (Ingram et al, 2009): I’aumento
della pressione osmotica richiama elettroliti e acqua nel lume intestinale, causando un rapido
aumento del tempo di transito e di conseguenza diarrea (Christopher e Bayless, 1971; Hey-
man, 2006); la eccessiva produzione di gas durante la fermentazione del lattosio da parte del-
la flora intestinale pud causare dolore addominale, distensione, flatulenza e crampi, aumen-
tando il tempo di transito e la pressione all’interno del colon (He ef al, 2006). I sintomi, in
genere, si presentano dopo 30 minuti / 2 ore dal consumo dell’alimento contenente lattosio
(Rusynyk e Still, 2001).

In teoria, la quantita di H, che la flora intestinale puo produrre a partire da 50 g di lattosio
¢ <17L (Levitt et al, 1995); si tratta di un volume che dovrebbe causare pitt importanti sinto-
mi di quelli generalmente lamentati dai soggetti, se non fosse perché la maggior parte del gas
¢ consumata da altri batteri intestinali. Sorprendentemente, i soggetti che si lamentano per
I’eccessiva presenza di gas intestinali hanno lo stesso grado di maldigestione del lattosio e la
stessa produzione di gas dei soggetti che non lamentano il disturbo, anche se i primi presen-
tano una motilita intestinale alterata e una aumentata risposta al dolore a seguito della disten-
sione intestinale (Lasser ef al, 1975; Hammer et al, 1996). La digestione del lattosio nell’in-
testino tenue da parte dei microrganismi sembra, perd, non essere il solo fattore che influenza
I’intolleranza al lattosio. Per esempio, i maldigestori del lattosio con simile tempo di transito
oro-cecale e grado di digestione del lattosio manifestano sintomi di diversa gravita (Vonk et
al, 2003). La fermentazione microbica pud aggravare o ridurre i sintomi dell’intolleranza e
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questo dipende dal balance tra la capacita di fermentare il lattosio e quella di rimuovere i me-
taboliti che da questa fermentazione originano (He et al, 2008). Risulta, comunque, il fatto
che la maldigestione del lattosio causa in maniera significativa piu sintomi nelle donne che
negli uomini (Rao ef al, 1994; Krause et al, 1996).

4. RICONOSCIMENTO DEI SOGGETTI INTOLLERANTI
E MALDIGESTORI DEL LATTOSIO

Come gia sopra riportato, il termine intolleranza al lattosio sta a indicare che il lattosio mal-
digerito causa sintomi intestinali. Mentre la carenza di lattasi e la maldigestione del lattosio
possono essere oggettivamente verificati, la dimostrazione dell’intolleranza al disaccaride si
basa sulla autodichiarazione dei sintomi da parte del paziente dopo aver consumato lattosio.
Si tratta di sintomi abbastanza comuni che si possono presentare anche quanto non ¢ assunto
lattosio e sono molto influenzabili dall’effetto placebo (Wampold et al, 2007). I sintomi ga-
strointestinali che alcuni soggetti avvertono do-
po il consumo di latte possono, pertanto, essere
fuorvianti, perché possono portare a formulare -
una errata diagnosi di intolleranza al lattosio an-
che in soggetti perfettamente in grado di digeri- |
re lo zucchero (Moore, 2003).

Cio premesso, la maldigestione del lattosio
nei soggetti adulti e, quindi la carenza di lattasi,
puo essere riconosciuta con metodi diagnostici,
in genere, non invasivi e sicuri (Arola, 1994;
Shaw e Davis, 1999; Nilsson et al , 2004; Ra-
sinperd et al,2004). Tradizionalmente si utilizza

-

) o
| i el

il cosiddetto “fest di tolleranza al lattosio” (Lac- B ; JE . =
tose tolerance test, LTT) un test che prevede la - - e ———
misurazione del glucosio nel sangue. Lreath Test Lattosio

Oggi piu frequentemente ¢ utilizzata, inve-
ce, la misurazione dell’idrogeno espirato (Lactose hydrogen breath test, LHBT); tale fest ¢ il
meno invasivo di tutti i zest in uso ed & considerato da molti studiosi il gold standard (Levitt
e Donaldson, 1971; Casellas et al, 2009; Gasbarrini et al, 2009).

Quest’ultimo test si basa sul fatto che il prodotto finale del metabolismo batterico del lattosio passa
attraverso la mucosa intestinale nel sangue venoso ed ¢ trasportato, dopo esser passato per il fegato,
agli alveoli dei polmoni da dove ¢ espirato (Arola, 1994). I due test prevedono la misurazione del
glucosio o del H, in un soggetto al quale ¢ somministrata una quantita di lattosio (50 o 25 g) dopo
una notte a digiuno. Il valore di glucosio nel sangue o di H, espirato & misurato prima della sommi-
nistrazione del lattosio (tempo zero) e, poi, a definiti intervalli (Ia prova dura complessivamente dalle
3 alle 6 ore). L’aumento del glucosio nel sangue indica la digestione del lattosio (il glucosio prodotto
nell’intestino tenue dall’idrolisi del lattosio ¢ assorbito nel torrente sanguigno), mentre il mancato
aumento o una flat line (<20 ppm) indica il fenotipo maldigestore. Un aumento di H, espirato indica,
invece, la maldigestione del lattosio e testimonia la fermentazione che lo zucchero ha subito a cau-
sa della flora microbica del colon con produzione oltre che di H, di CO;e, in alcuni soggetti, CHy
(Hodve e Farup, 2009). In entrambi i casi sono utilizzati dei cut-off, stabiliti in maniera arbitraria,
per distinguere i due fenotipi, lattasi persistente / lattasi non persistente; va tenuto presente che en-
trambi questi metodi forniscono indicazioni sulla abilita del soggetto in esame di digerire il lattosio
piuttosto che fornire indicazioni sulla sua capacita di esprimere la lattasi.
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Un test piu diretto, ma anche pil invasivo, prevede, invece, il prelievo bioptico di tessuto
dal digiuno e 1’uso di questo materiale per misurare I’ attivita enzimatica della lattasi (Lau-
niala et al, 1966; Kuokkanen et al, 2006); i risultati, tuttavia, possono essere influenzati dalla
disomogenea distribuzione dell’enzima nell’intestino tenue. Infine, in questi ultimi anni so-
no stati messi a punto fest genetici per rilevare il polimorfismo -13910 C/T, come pure quelli
evidenziati successivamente, per rilevare I’ipolattasia (Stolba et al, 2005; Bodlaj et al, 2006;
Bernardes-Silva et al, 2007; Nilsson et al, 2008).

11 Quick Lactase Test BIOHIT (Helsinki, Finland) ¢ ba-
sato su una biopsia per la diagnosi di ipolactasia duo-
denale in endoscopia gastrointestinale superiore (Kuo-
kanen M. e Coll., 2006). Il campione, incubato per 20
minuti in piastra con lattosio, sviluppa in caso di idro-
lisi dello zucchero (=presenza dell’enzima lattasi), un
colore giallo, mentre negli individui intolleranti questo
non si verifica.

11 fest genetico ¢ effettuato sul sangue o sulla saliva; & 21 L
rapido, relativamente facile da eseguire e altamente spe- L
cifico per il gene della lattasi. Esso permette di differenziare
i pazienti con ipolattasia primaria da quelli affetti dalla forma secondaria.
Per chiudere sulla questione diagnostica, si fa presente che c’¢ un grande accordo tra il fest
genetico e il breath test per diagnosticare la maldigestione del lattosio nelle popolazioni eu-
ropee (Hogenauer et al, 2005; Krawczykt et al, 2008; Pohl et al, 2010).
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5.LA QUANTITA DI LATTOSIO CAPACE DI SCATENARE I SINTOMI
DELL'INTOLLERANZA

Oggigiorno pur avendo a disposizione gli strumenti con cui distinguere i tolleranti dagli
intolleranti al lattosio, non siamo ancora in grado di indicare con ragionevole precisione se
e quale crescente quantita di lattosio potra causare a una persona sintomi via via sempre pitl
gravi dopo il suo consumo. In effetti, come piu volte riportato nelle sezioni che precedono,
la gravita dei sintomi non ¢ influenzata solo dalla mal digestione, ma anche da altri fattori.

I ricercatori che hanno sperimentalmente cercato di valutare quale potesse essere la dose
minima di lattosio in grado di provocare maldigestione e i relativi sintomi clinici hanno ef-
fettuato tale valutazione in presenza di altri fattori (quali la co-assunzione di alimenti solidi,
il tempo necessario per lo svuotamento gastrico, il tempo del transito nell’intestino tenue, il
frazionamento della quantita da assumere nella giornata, la co-assunzione di alimenti con-
tenenti microrganismi probiotici, la composizione della flora del colon, I’assunzione di latte
crudo, etc) perché era stato affermato o ipotizzato che uno o piu di essi potesse ridurre o eli-
minare i sintomi e, quindi, che i maldigestori non dovessero eliminare gli alimenti con latto-
sio dalla dieta.

Molti di questi studi, pero, risentono di numerosi limiti metodologici e ’uso dei risultati
risulta, pertanto, limitato. In effetti, quando i membri dell’EFSA Panel on Dietetic Products,
Nutrition, and Allergies (NDA) hanno dovuto elaborare lo “Scientific Opinion on lactose th-
resholds in lactose intolerance and galactosaemia” (EFSA, 2010), su invito della Commis-
sione per la revisione della direttiva 2009/39/CE sui prodotti alimentari destinati a un’alimen-
tazione particolare, hanno dovuto prendere atto che ci sono veramente pochissimi studi dose
escalation controllati in soggetti maldigestori o intolleranti al lattosio. In particolare, gli studi
prospettici non tenevano in debita considerazione la presenza o meno del polimorfismo della
lattasi nei soggetti intolleranti al lattosio; inoltre, gli studi clinici evidenziavano una consi-
derevole riposta al placebo dei soggetti in esame; e infine, data la difficolta a nascondere la
presenza e il sapore di prodotti contenenti lattosio, gli autori di molti studi non dichiaravano
se erano riusciti o meno a mascherarne la presenza ai soggetti coinvolti.

Tra i lavori presi in considerazione dall’EFSA Panel NDA, c’¢ stato quello di un gruppo di
ricercatori (Wilt et al, 2010) del Minnesota Evidence-Based Practice Centers (EPCs), dell’ A-
gency for Healthcare Research and Quality (AHRQ), che ha revisionato sistematicamente
per conto dell’ Office of Medical Applications of Research (OMAR) del National Institutes of
Health (NIH), USA, gli elementi di prova su varie condizioni dell’intolleranza al lattosio, tra
cui la dose tollerabile dai soggetti clinicamente diagnosticati intolleranti (con fest di prova).

A questo scopo i ricercatori americani hanno selezionato, tra tutti i lavori pubblicati in
inglese dal 1967 al 2009, 28 studi randomizzati cross-over, in base a una serie di criteri. I
seguenti dati caratterizzavano gli studi scelti: 1) La maldigestione del lattosio era stata dia-
gnosticata in 25 studi (13 con il LHBT, 11 con il LTT, 1 con la misura dell’escrezione del ga-
lattosio nelle urine), mentre nei rimanenti non era fornita alcuna indicazione; 2) la maggior
parte degli studi erano stati effettuati in doppio cieco, mentre 3 in cieco o senza tentare di na-
scondere ai soggetti il sapore delle preparazioni da esaminare; 3) nella maggior parte degli
studi erano stati utilizzati meno di 30 soggetti e il numero dei soggetti arruolati oscillava tra
le 6 e le 150 unita, con eta compresa tra i 10 e i 77 anni; 4) in prevalenza era stata utilizzata
un’unica concentrazione di lattosio e un controllo “senza lattosio”, somministrato con acqua
o latte senza alimenti. L’'EFSA Panel (NDA), sulla base dei risultati della rassegna, & perve-
nuto alla seguente considerazione: sebbene siano stati descritti in alcuni soggetti sintomi di
intolleranza al lattosio dopo 1’assunzione di meno di 6 g, la maggior parte degli individui, cui
¢ stata diagnosticata ’intolleranza o la maldigestione, puo tollerare 12 g di lattosio con uni-
ca assunzione (soprattutto se assunto con altri alimenti) senza avere sintomi clinici o manife-
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standone solo quelli meno gravi e in modesta entita; inoltre, secondo alcune evidenze, molti
maldigestori del lattosio possono tollerare dosi pil alte, comprese tra 20 e 24 g, purché as-
sunte nell’arco di un intera giornata e, comunque, sempre insieme con altri nutrienti. EFSA
Panel NDA, pero, conclude che non ¢ possibile stabilire un’unica soglia di lattosio per tutti
gli intolleranti data la grande variabilita della tolleranza individuale.

6. COME EVITARE I SINTOMI DELL’INTOLLERANZA AL LATTOSIO

Nel corso degli anni, sono state proposte diverse strategie per ridurre o evitare i fastidiosi
sintomi gastrointestinali associati all’intolleranza al lattosio; esse prevedono il ricorso a so-
luzioni di natura prettamente dietetico-nutrizionali (consumo di alimenti ’senza lattosio” o a
ridotto contenuto, Suarez et al, 1995; consumo di prodotti lattiero caseari fermentati, Kolars
et al, 1984; Brown-Esters et al, 2012; consumo di lattosio all’interno di un pasto, Martini e
Savaiano, 1988; consumo di probiotici, Vesa et al, 1996a; consumo di latte crudo, Mummah
et al,2014) o il ricorso a soluzioni di natura clinico-farmacologiche (assunzione di compres-
se/granulati/capsule a base di o con lattasi, Onwulata et al, 1989; adattamento del microbio-
ma del colon a dosi crescenti di lattosio, Hertzler e Savaiano, 1996; Brown-Esters et al, 2012;
ricorso ad approcci psicologici e comportamentali, Casellas et al, 2010; assunzione di anti-
biotici, Cappello e Marzio, 2005).

Sulla validita di queste strategie, appare molto interessante la revisione sistematica della
letteratura preparata dallo stesso gruppo (Shaukat ez al, 2010) del citato Minnesota Evidence-
Based Practice Centers (EPCs) per conto della Eunice Kennedy Shriver National Institute
of Child Health and Human Development (NICHD) e del Office of Medical Applications of
Research of the National Institutes of Health (NIH) nell’ambito della stessa Consensus De-
velopment Conference on Lactose Intolerance and Health. Tra gli obiettivi dello studio c’era
proprio quello di verificare quali strategie fossero efficaci nella gestione delle persone alle
quali ¢ stata diagnosticata intolleranza al lattosio, nel caso desiderassero consumare quantita
di lattosio maggiori di quelle tollerate. Anche in questo caso sono stati raccolti i dati di lette-
ratura pubblicati in inglese dal 1967 al 2009 e da questi, attraverso il lavoro di selezione di 3
indipendenti ricercatori, sono stati considerati e valutati 26 studi per verificare, in particolare,
’utilita dell’uso di: a) integratori a base di lattasi o di latte contenente lattosio idrolizzato o di
latte a ridotto contenuto di lattosio; b) probiotici; ¢) adattamento della flora del colon; d) uso
degli antibiotici. Gli elementi di contesto piu rilevati erano: 1) I’eta media 37 anni dei sog-
getti arruolati negli studi; 2) il 40% dei soggetti partecipanti agli studi era di razza bianca; 3)
I’uso di integratori di lattasi o latte con lattosio idrolizzato (range lattosio 0-2 g) in 19 studi,
quelli in cui il lattosio era stato rimosso per ultrafiltrazione o cromatografia erano 2, infine le
soluzioni prive di lattosio erano 5; 4) la diagnosi di maldigestione del lattosio era stata fatta
in 11 studi utilizzando il LHBT e in 13 con il LTT; 5) le dosi di lattosio utilizzate in 18 stu-
di, in cui i soggetti arruolati presentavano i sintomi compatibili con I’intolleranza al lattosio,
erano maggiori di 12 g; 6) il lattosio era consumato tutto in una volta tranne che in 6 studi in
cui il lattosio ¢ stato dato in maniera frazionata nell’arco della giornata.

I risultati, nel complesso, secondo i ricercatori dell’EPCs, hanno fornito insufficiente evi-
denza che il consumo di lattasi o di latte a ridotto contenuto di lattosio possa essere efficace
nel ridurre i sintomi dell’intolleranza al lattosio rispetto a quanto rilevabile nei soggetti di
controllo. Per quanto concerne invece 1’uso di probiotici, il gruppo di valutatori EPCs ha esa-
minato e valutato prove sperimentali randomizzate cross-over (6 prove) e a gruppi paralleli
(1 prova) nelle quali erano presenti i seguenti elementi di contesto: 1) il numero di soggetti
arruolati negli studi era piccolo (9-28 persone); 2) quattro prove hanno valutato le seguenti
specie, L. acidophilus, L. bulgaricus, B. longum addizionate al latte prima che fosse consu-
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mato, 3 prove, invece, hanno utilizzato yoghurt; 3) la diagnosi di maldigestione del lattosio
¢ stata fatta sulla base dei risultati con il LHBT. Le conclusioni del gruppo di esaminatori
EPCs sono state che non c¢’¢ una sufficiente evidenza per stabilire 1’efficacia dello yoghurt o
dei probiotici nel migliorare/alleviare i sintomi dell’intolleranza.

Lactobacillus delbrueckii

Bifidobacterium longum Lactobacillus acidophilus

Sulla questione 'EFSA Panel NDA ¢ di ben altro avviso: dopo aver considerato 13 su 14
studi sull’uomo, ha riconosciuto una relazione causa/effetto tra 1’assunzione di culture vive di
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and Streptococcus thermophilus nello yoghurt e il
miglioramento nella digestione del lattosio nei soggetti maldigestori (EFSA, 2010a); per inci-
80, il Panel afferma anche che, per poter vantare in etichetta il relativo claim, € necessario che
lo yoghurt contenga non meno di 10* UFC per porzione. E stato, altresi, valutato dall’EPCs
I’adattamento del microbioma del colon a dosi crescenti di lattosio. Anche in questo caso i
ricercatori dell” Agency for Healthcare Research and Quality (AHRQ) hanno trovato insuffi-
ciente evidenza sulla possibilita che questa possa alleviare i sintomi dell’intolleranza; analoga
conclusione ¢ stata fatta dagli stessi ricercatori anche sui possibili benefici derivanti dall’uso
degli antibiotici (nel caso di specie la rifaximina).

6.1 Adattamento del microbioma del colon al lattosio

Del tutto recentemente ¢ stata riproposta (Szilagyi, 2015) la teoria dell’adattamento al lat-
tosio per i soggetti LNP (lattosio non persistenti). Si sostiene che il regolare consumo di pro-
dotti lattiero-caseari da parte di soggetti LNP puo portare ad un adattamento del microbioma
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del colon; questa teoria si basa sull’osservazione clinica dell’evidente miglioramento, dopo
la iniziale comparsa di sintomi, registrato nei soggetti a seguito del prolungato consumo di
prodotti lattiero-caseari per 4-6 settimane. Il risultato viene attribuito al ruolo “prebiotico”
del lattosio che favorirebbe la proliferazione della flora acidofila non gasogena. Nella review
di Szilagyi citata vengono riportati alcuni lavori sperimentali a sostegno della teoria dell’a-
dattamento.

7. TECNOLOGIE DI PRODUZIONE DI LATTE E DERIVATI DELATTOSATI

Non si ¢ lontani dal vero affermando che gli studi sulla degradazione del lattosio, interes-
santi per I’applicazione industriale, si possano far risalire alla fine degli anni *60. La forte
crescita della produzione di prodotti lattiero-caseari (in primis formaggio) fece diventare im-
pellente lo smaltimento del siero di latte (Marwaha e Kennedy, 1988) e, conseguentemente,
la ricerca di nuove alternative a quelle note (Whittier, 1925; Richmond et al, 1981) per I’uti-
lizzazione del siero di latte e, soprattutto, del suo principale costituente, il lattosio. Fu grazie
alla spinta propulsiva di un gruppo di esperti della International Dairy Federation (IDF 1993)
verso la fine degli anni *70 se il problema dell’idrolisi del lattosio favori I’avvio di progetti
di ricerca nei Paesi industrializzati per trovare soluzioni idonee a una concreta applicazio-
ne industriale. Diversi approcci furono sperimentati e proposti per una loro possibile appli-
cazione industriale (Tabella 3), ma due procedure sono state quelle alle quali i trasformatori
hanno fatto ricorso: 1. la degradazione del lattosio con enzimi “liberi” (solubili nel latte) o,
pil raramente, con enzimi immobilizzati; 2. la separazione dello zucchero mediante croma-
tografia o filtrazione.

Tabella 3 - Metodi per I’idrolisi del lattosio applicabili industrialmente

Processo Principio

Idrolisi acida Esposizione a condizioni estremamente
acide (pH < 1,5) e a T° molto alte
(fino a 150°C) per tempi brevi

Enzima immobilizzato La lattasi vien immobilizzata su
opportuni carrier

Reattori enzimatici a membrana Gli enzimi solubili vengono separati
mediate ultrafiltrazione e recuperati

Enzimi purificati in soluzione L’enzima viene disperso nella
preparazione finale

Estratti cellulari crudi Omogenati di colture di cellule microbiche

produttrici di lattasi vengono utilizzate
come fonte dell’enzima

L’idrolisi enzimatica con -galattosidasi microbica per rompere il legame [3 1-4 glicosidi-
co del lattosio ha avuto inizio sin dagli anni *70, quando I’enzima fu messo in commercio per
la prima volta dalla olandese Gist-Brocades. Da allora, diverse altre ditte, specializzate nella
produzione/commercializzazione degli enzimi (Biocatalysts, Novozymes, DSM, Dupont-Da-
nisco, Chr. Hansen), hanno immesso sul mercato a partire dagli anni ’90 una ampia gamma
di lattasi, diverse per origine e caratteristiche.
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Esempi di produzioni industriali di lattasi in Europa

Da sinistra e dall’alto: la sede della Biocatalyst Ltd, Cardiff, GB; fermentatori alla Novozymes
A/S, Bagsvaerd, DK; una pubblicita della DSM, Delft, NL; la sede storica Dupont-Danisco,
Copenhagen, DK; il fondatore (1874) della Chr. Hansen, Hoersholm, DK.

Il processo di idrolisi enzimatica ¢ relativamente semplice e non richiede particolari at-
trezzature; occorre, tuttavia, tener presenti alcuni elementi nel caso in cui si usino enzimi
monouso (enzima disperso nel prodotto), in particolare la concentrazione del substrato, il pH
al quale svolgere la lavorazione, la temperatura massima utilizzata per il processo, il tempo
impiegato per realizzare 1’idrolisi, I’attivita dell’enzima e i costi di produzione. L’influenza
di questi elementi puo essere ridotta aggiungendo la lattasi ai prodotti da trattare e adottando
tempi di sosta a 35-45°C piuttosto lunghi; nel caso del latte, perd, questo accorgimento puo
comportare problemi perché favorira una importante crescita microbica. Cosi, in questo caso,
¢ raccomandabile far sostare il prodotto, addizionato dell’enzima, a temperatura di refrigera-
zione per una notte (Harju ef al, 2012). Se si aggiunge lattasi, sterilizzata per filtrazione, al
latte UHT, la quantita di enzima necessaria a ottenere ’idrolisi ¢ 1’1% di quella necessaria se
I’enzima fosse addizionato al latte da sterilizzare. Infatti, con questo accorgimento 1’enzima
puo svolgere la sua funzione operando la completa degradazione del lattosio dall’inizio della
shelf-life entro alcuni giorni prima di immetterlo in commercio. E opportuno aggiungere la
lattasi dopo il trattamento termico del latte per evitare la indesiderata comparsa dei prodotti
della reazione di Maillard (Harju et al, 2012). Con I’idrolisi del lattosio, per effetto della li-
berazione del glucosio, il prodotto ¢ indubbiamente un po’ piu dolce; nel caso del latte, si pud
evitare che il sapore dolce sia eccessivo limitando 1’idrolisi del lattosio all’80-90%. Per me-
glio comprendere 1’entita di questa caratteristica sensoriale, puo essere utile sapere che 1’idro-
lisi del lattosio al 70% provoca la comparsa di un sapore dolce pari a quello che si percepisce
assaggiando un latte addizionato di circa il 2% di saccarosio (Zadow, 1986).

Un contributo alla necessita di riduzione dei costi di produzione per 1’idrolizzare il lattosio
¢ arrivato quando furono introdotti i sistemi enzimatici immobilizzati. Immobilizzare un enzi-
ma significa legare la molecola a un supporto solido in maniera pitt 0 meno “forte”. Gli enzimi
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immobilizzati, pertanto, sono enzimi il cui movimento nello spazio ¢ limitato completamente o
relativamente ad una piccola regione pur mantenendo le loro attivita catalitiche e la possibilita
di un uso ripetuto in continuo. Questa immobilizzazione puo essere ottenuta sviluppando dei
legami di tipo covalente enzima-solido oppure sfruttando determinate interazioni di tipo fisico
(1. legame dell’enzima a carriers mediante adsorbimento a un supporto minerale o organico o
mediante legame covalente, anche in questo caso, a un supporto minerale o organico; 2. inclu-
sione o microincapsulazione). Con I’'immobilizzazione, la vita utile dell’enzima (la principale
voce degli alti costi) non & piu limitata alle pochissime ore di un ciclo di lavorazione come nel
caso degli enzimi solubili, che rimangono nel prodotto e non sono recuperati, ma passa ad al-
cune migliaia di ore, dato che I’enzima puo essere riutilizzato con evidenti abbattimenti dei co-
sti associati alla loro produzione e purificazione (Tananaka e Kavamoto, 1999; Husain, 2010).

Nei sistemi enzimatici immobilizzati, si utilizzano di preferenza enzimi di origine fungina
che hanno un pH ottimale compreso tra 3.5 e 5; poiché questo tipo di lattasi mantiene circa il
50% della sua attivita quando lavora a pH 6.8, il suo impiego nel latte ¢ stato considerato eco-
nomicamente accettabile. Le prime applicazioni industriali della [3-galattosidasi nell’industria
alimentare, avviate negli anni ’70, si devono alla SnamProgetti e alla giapponese Sumitomo
Chemicals (Gekas e Lopez-Leiva, 1985). La ditta giapponese utilizzava una [3-galattosidasi
da Aspergillus oryzae molto purificata, legata covalentemente a una resina per scambio ioni-
co macroporosa anfotera del polimero fenolo-formaldeide. La soluzione tecnologica messa a
punto dalla SnamProgetti, invece, utilizzava la lattasi da Kluiveromyces fragilis, intrappolata
su fibre di triacetato di cellulosa ottenute mediante filatura a umido.

Protagonisti europei nelle ricerche sul latte delattosato

ag a1 PN

|

Da sinistra e dall’alto: la sede della SnamProgetti a Basingstoke (Inghilterra); lo stabilimento
Gist-Brocades a Delft (Olanda); gli uffici della Valio a Seindjoki, Finlandia; immagine storica
della Centrale del Latte di Milano.
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In Europa, la sola applicazione commerciale della tecnologia SnamProgetti per produrre
latte delattosato fu possibile in Italia grazie a una felice collaborazione tra la SnamProgetti e la
Centrale del Latte di Milano diretta dal professor Livio Leali (Pastore ef al,1974) e in Olanda
tra la SnamProgetti e la Gist-Brocades. Il processo prevedeva un trattamento a pH neutro per
produrre latte UHT delattosato. Nei lotti sperimentali preparati c’era un abbattimento della
concentrazione del lattosio del 75%.

Nello stesso periodo un’altra impresa, la finlandese Valio, avviava la produzione di pro-
dotti lattiero-caseari delattosati, in primo luogo latte in polvere e, poi, latte liquido e tutta una
serie di prodotti lattiero-caseari, con la tecnica dell’enzima immobilizzato, impiegando come
carrier una speciale resina e 1’enzima accoppiato al reagente cross-linked alla glutaraldeide
(Harju, 1987).

Una applicazione industriale di grande successo ¢ stata messa a punto alla fine degli anni
’80 sempre dalla Valio, uno dei gruppi industriali pit impegnati nello studio di soluzioni in-
novative per I’idrolisi del lattosio; il processo prevedeva la rimozione di una parte del lattosio
mediante cromatografia seguita da idrolisi del lattosio rimanente mediante trattamento con
la lattasi dispersa nel latte (Jelen e Tossavainen, 2003; Harju, 2004). Il prodotto che ne risul-
tava presentava una concentrazione residua di lattosio <0,01% e un sapore quasi completa-
mente sovrapponibile a quello del prodotto di partenza. Una variante pill avanzata di questo
sistema prevede, invece, la parziale riduzione del lattosio mediante un processo di filtrazione
(ultrafiltrazione, nanofiltrazione) combinata al trattamento enzimatico; anche in questo caso
il prodotto finale presenta una bassissima concentrazione di lattosio e un sapore prossimo al
latte di partenza (Harju et al, 2012).

7.1 Le f-galattosidasi di impiego industriale: aspetti normativi

Caldicellulosiruptor saccha-  Pyrococcus furiosus Bifidobacterium bifidum
rolyticus

Le lattasi correntemente utilizzate dall’industria per 1’idrolisi enzimatica del lattosio sono
delle (3-galattosidasi appartenenti alla famiglia delle glucosidi idrolasi 2 (GH2) e delle glico-
sidi idrolasi 35 (GH35). Gli enzimi della famiglia GH2 sono soprattutto isolati da microrga-
nismi (batteri, lieviti e muffe), mentre quelli della famiglia GH35 dalle piante (in particolare,
mandorle, albicocche, pesche, fragole, avocado, mele, Richmond et al 1981; Pritzwald-Steg-
man, 1986; Husain, 2010). Le lattasi piul largamente utilizzate dalla industria lattiero-casea-
ria sono quelle prodotte da funghi (genere Aspergillus) e da lieviti (genere Kluyveromyces).
Quelle di origine fungina hanno I’optimum di pH in ambiente acido (2.2- 5.0) e, pertanto,
sono particolarmente indicate per I’idrolisi del lattosio in matrici alimentari acide; si tratta di
enzimi termostabili ma sensibili all’azione inibente del galattosio. Quelle di origine batterica
sono state largamente utilizzate per I’elevata attivita e stabilita; tuttavia, hanno suscitato riser-
ve per possibili problemi legati alla sicurezza d’uso del ceppo produttore; non cosi nel caso
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di quelle da batteri lattici, oggi qualificati QPS dall’EFSA. Grande interesse hanno suscitato
le lattasi isolate da alcuni Bifidobatteri (Hsu et al, 2005) o quelle termostabili identificate in
Bacillus stearothermophilus (Chen et al, 2008), Pyrococcus furiosus (Kengen et al, 1993) e
Caldicellulosiruptor saccharolyticus (Park e Oh, 2010). Le lattasi isolate dai lieviti, invece,
presentano un optimum di attivita nel range di pH 6.0-7.0; quella da Kluyveromyces lactis &
senz’altro considerata la pill importante. Si tratta di un enzima che per la sua elevata attivita
¢ stato ampiamente utilizzato per la produzione di latte “senza lattosio”. Nella Tabella 4 sono
schematicamente riportate le lattasi microbiche di maggior interesse industriale e le relative
proprieta (Harju, 2012).

Tabella 4 - Lattasi microbiche

Origine Peso pH Temperatura Attivatori Inibitori ionici
molecolare | ottimale | range (°C)

Aspergillus niger 124.000 3.0-4.0 55-60 Non necessario Nessuno

A. oryzae 90.000 5.0-6.2 50-55 Non necessario Nessuno

Kluyveromyces lactis 228.000 6.5-7.3 35 K, Mg, Mn Ca, Na

K. fragilis 201.000 6.6 37 K, Mg, Mn Ca, Na

Bacillus circulans 240.000 6.0 60 Non necessario | non disponibile

B. subtilis 88.000 6.5-7.0 50 Non necessario | non disponibile

B. stearothermophilus 116.000 5.8-6.4 65 Mg non disponibile

E. coli 464.000 7.2 40 Na, K, Mg non disponibile

L. acidophilus 540.000 6.2-6.6 55 Mg non disponibile

S. thermophilus 464.000 7.1 55 Na, K, Mg Ca

Gli enzimi possono essere industrialmente utilizzati nei prodotti alimentari, destinati al
consumo umano, solo se tecnologicamente giustificati, ma soprattutto se ne ¢ stata valuta-
ta dall’autorita competente I’innocuita. Cosi le lattasi utilizzate o utilizzabili dalle industrie
lattiero-casearie devono essere conformi al regolamento (CE) 1332/2008 che specificata-
mente disciplina ’impiego degli enzimi negli alimenti per svolgere una funzione tecnolo-
gica nelle fasi di fabbricazione e trasformazione. La procedura autorizzativa da seguire ¢
specificata nel Regolamento (CE)1331/2008 (attuato secondo quanto stabilito nel Regola-
mento (UE)234/2011 e dal suo aggiornamento (Regolamento UE 526/2012). Essa prevede la
sottomissione della documentazione dagli interessati all’ Autorita Europea per la Sicurezza
Alimentare (EFSA) per il parere di competenza. Tutte le molecole enzimatiche di cui & sta-
ta autorizzata la immissione sul mercato, come indica la normativa, saranno riportate in uno
specifico elenco, aggiornato dalla Commissione, contenente tra I’altro informazioni sulla
funzione, origine, criteri di purezza. La costituzione di questo elenco da parte della Commis-
sione europea, pero, avverra in un’unica fase, dopo che ’EFSA avra trasmesso i suoi pareri
che si riferiscono a tutte le domande di autorizzazione di enzimi alimentari pervenute entro
i1 2015. La valutazione del rischio degli enzimi alimentari ¢ stata affidata al gruppo di esper-
ti scientifici dell’EFSA sui materiali a contatto con gli alimenti, gli enzimi, gli aromatizzanti
e i coadiuvanti tecnologici (CEF). Il gruppo CEF, per questo scopo, ha pubblicato una guida
destinata ai richiedenti che illustra le prescrizioni riguardanti i dati necessari a consentire la
valutazione della sicurezza degli stessi (EFSA, 2009). Il documento, accompagnato da note
esplicative, specifica il tipo di informazioni e studi che I’interessato deve fornire; in particola-
re, la descrizione della composizione chimica, delle proprieta, degli usi, delle concentrazioni
di impiego e i fest tossicologici.
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8. LA COMMERCIALIZZAZIONE DEI PRODOTTI LATTIERO CASEARI
DELATTOSATI: NORME DI RIFERIMENTO

Attualmente la commercializzazione del lat-
te trattato per ridurne il contenuto di lattosio e
renderlo quindi idoneo al consumo dei maldige-
stori ¢ assoggettata al Dlgs 111/1992 emanato
per il recepimento della direttiva 89/398/CEE
(poi sostituita con la direttiva di rifusione
2009/39/CE), relativa al ravvicinamento delle
legislazioni degli Stati membri concernenti i
prodotti alimentari destinati a un’alimentazione
particolare.

In virtu di questa norma, possono essere
commercializzati quei prodotti realizzati per ri-
spondere a particolari esigenze nutrizionali di individui, tra cui quelli con turbe del metaboli-
smo o comunque che si trovano in condizioni fisiologiche particolari (nel nostro caso i mal-
digestori del lattosio), che pertanto possono trarre benefici dalla loro assunzione. Si tratta,
dunque, di prodotti che per il loro particolare processo di fabbricazione sono adatti a soddi-
sfare un obiettivo nutrizionale particolare (nel caso dei prodotti delattosati, la prevenzione dei
sintomi dell’intolleranza al lattosio nei soggetti che non si vogliono privare dell’assunzione di
latte e derivati) nettamente distinti dagli alimenti di uso corrente. In base alle norme vigenti,
pero, gli impianti adibiti alla produzione di tali alimenti devono essere preventivamente au-
torizzati (art 6, comma 3 lettera a) del regolamento 852/2004). All’autorizzazione, in forma
di riconoscimento, provvedono le Regioni in virtl del decreto-legge 158/2012, recante “Di-
sposizioni urgenti per promuovere lo sviluppo del Paese mediante un piu alto livello di tutela
della salute”, convertito con la Legge 189/2012.

Il riconoscimento dell’impianto prevede il
preventivo accertamento della sussistenza del-
le condizioni igienico-sanitarie e dei requisiti
tecnici previsti dai Regolamenti (CE) 852/2004
e (CE) 853/2004 sull’igiene dei prodotti ali-
mentari, dal D.M. 23 febbraio 2006 “Requisiti
tecnici e criteri generali per I’abilitazione alla
produzione e al confezionamento di integratori
alimentari, nonché della disponibilita di un ido-
neo laboratorio per il controllo dei prodotti” ai
sensi dell’art. 10 del decreto legislativo 111/92.

Inoltre, quando un prodotto a ridotto tenore
di lattosio sta per essere immesso sul mercato
per la prima volta, il produttore (o I’importato-
re) deve procedere alla sua notifica al Ministero
della Salute (art 7 Dlgs 111/1992) perché ne possa valutare la conformita alla normativa vi-
gente al fine di garantire la sicurezza e la corretta informazione ai consumatori, allegando una
copia dell’etichetta conforme a quella usata per la commercializzazione. Per tutti gli adempi-
menti amministrativi da seguire e la relativa modulistica si rimanda alla consultazione del sito
del Ministero della Salute all’indirizzo: http://www.salute.gov.it/portale/ministro/p4_8_0.jsp
MNingua=italiano&label=servizionline&idMat=APINF&id Amb=PD&idSrv=PDNN&flag=P.
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9. ETICHETTATURA: INDICAZIONE DELLA LATTASI
E LA DICITURA SENZA LATTOSIO

Due aspetti dell’etichettatura degli alimenti delattosati meritano su tutti di essere appro-
fonditi:
a) L’indicazione o meno della lattasi in etichetta (in altre parole: quando 1’enzima ¢ da
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considerare un ingrediente, quando un coadiuvante tecnologico ?). Come ¢ noto, gli

enzimi alimentari sono secondo il regolamento 178/2004 a tutti gli effetti “ alimenti”.

Pertanto, quando sono utilizzati negli alimenti e rimangono nel prodotto finito, devono

essere indicati come ingredienti nell’etichettatura dell’alimento conformemente al re-

golamento 1169/2011. Questo obbligo, pero, viene meno quando occorrono due speci-

fiche condizioni (art 20 comma b e ¢ del regolamento 1169/2011):

— I’enzima ¢ presente nell’alimento esclusivamente per effetto del carry-over da parte
di un ingrediente ed ¢ accertato che non svolge alcuna funzione tecnologica nel pro-
dotto finito (la presenza come carry-over € a sua volta autorizzata dall’art 18 comma
1 lettera b del regolamento 1333/2008)

— I’enzima ¢ utilizzato come coadiuvante tecnologico.

Lmem

\f

r; et ete )
'

Lt'aﬂiﬂ

1#?‘“

Per opportuna memoria si ricorda che in base al regolamento 1333/2008 (art 3 com-
ma 2 lettera b) per «coadiuvante tecnologico» si deve intendere ...ogni sostanza che:
i) non é consumata come un alimento in sé;

ii) ¢ intenzionalmente utilizzata nella trasformazione di materie prime, alimenti o loro
ingredienti, per esercitare una determinata funzione tecnologica nella lavorazione
o nella trasformazione;

iii) puo dar luogo alla presenza, non intenzionale ma tecnicamente inevitabile, di re-
sidui di tale sostanza o di suoi derivati nel prodotto finito, a condizione che questi
residui non costituiscano un rischio per la salute e non abbiano effetti tecnologici
sul prodotto finito.

Ci0 premesso, in base ai dati sulla funzione tecnologica e sull’effetto dell’enzima (di cui

al regolamento 239/2011 art 9 comma 2 lettere b e c), & possibile stabilire se I’enzima &

un ingrediente da indicare in etichetta o un coadiuvante tecnologico.

A questo scopo ¢ assai utile il ricorso all’albero delle decisioni di cui alla FIGURA 8.



Figura 8 - Decision tree-identifying food enzymes as ingredients or as processing aids

b) La dicitura senza lattosio. Come ¢ noto, il regolamento 1169/2011 stabilisce che i con-
sumatori siano sempre adeguatamente informati, in modo da consentire loro di identifi-
care la natura e le caratteristiche dell’alimento, di farne un uso adeguato e di sceglierlo
in base alle proprie esigenze dietetiche, in particolare per quel che concerne i potenziali
allergeni presenti. L’ Annesso II di questo regolamento elenca le sostanze o i prodotti
alimentari in grado di causare allergie o intolleranze.
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La lista comprende anche il latte e i prodotti a base di latte (compreso il lattosio), mentre
I’articolato specifica i criteri con cui etichettare gli allergeni. Attualmente, le norme sulla di-
citura “senza... “ (seguita dal nome dell’allergene o della sostanza a effetto di intolleranza)
sono specificate solo nel Regolamento (CE) 41/2009 che armonizza le informazioni fornite
ai consumatori sulla assenza o presenza ridotta di glutine. Per contro, mancano norme armo-
nizzate che indicano ’assenza di lattosio e la presenza in quantita ridotta negli alimenti cor-
renti. Per la verita, la dicitura “ senza lattosio” era gia stata stabilita a livello comunitario per
le formule per lattanti e per i latti di proseguimento dalla direttiva 2006/141/CE. L’allegato
IV di questo regolamento stabiliva, infatti, che per utilizzare 1’indicazione nutrizionale “as-
senza di lattosio” doveva essere soddisfatta la condizione di un tenore di lattosio non supe-
riore a 10 mg/100 kcal.

In alcuni Paesi dell’Unione sono stati indicati da organismi vari agli operatori i limiti che
andavano rispettati, sia per i prodotti con la dicitura “senza lattosio” che per quelli con la dici-
tura “a ridotto tenore di lattosio”. Cosi, ad esempio nei Paesi Nordici (Svezia, Norvegia, Fin-
landia e Danimarca) gia dal 1993 sono in uso i valori limite definiti nel Nordic Seminar and
Working Reports 1993:557 (alimenti senza lattosio: contenuto di lattosio inferiore a 10 mg/100
ml o 100 g; alimenti a ridotto contenuto di lattosio: contenuto di lattosio inferiore a 1 g/100 g o
100 ml); mentre in Germania 1’associazione tedesca dei chimici degli alimenti (GDCh, Gesell-
schaft Deutscher Chemiker e.V.) ha pubblicato nel 2005 un policy statement (Positionspapier
der Lebensmittelchemischen Gesellschaft zu den Angaben “laktosefrei” und “laktosearm”
erarbeitet durch die Arbeitsgruppe “Fragen der Ernédhrung”, (Lebensmittelchemie 2005, 59,
45) sul contenuto di lattosio per le varie etichette legate al contenuto di lattosio residuo (1. pro-
dotti senza lattosio: contenuto di lattosio < a 10 mg/100 g o ml di prodotto; 2. prodotti a ridotto
tenore di lattosio: contenuto di lattosio < 1 g/100 g o ml di prodotto; 3. prodotti a bassissimo
tenore di lattosio: contenuto di lattosio < 100 mg/100 g o ml di prodotto).

GDCh
~~

GESELLSCHAFT
DEUTSCHER CHEMIKER

Nel nostro Paese, le imprese nazionali di prodotti lattiero-caseari a ridotto contenuto di
lattosio hanno immesso sul mercato i loro prodotti con la dicitura “senza lattosio o a ridotto
contenuto”, quando il tenore residuo di lattosio era inferiore a 0,1%-0,01% seguendo il con-
siderando 21 del Regolamento 1924/2006, in linea con le indicazioni della direttiva 2009/39/
CE sugli alimenti destinati a una alimentazione particolare. Del tutto recentemente, la Dire-
zione Generale della Sicurezza degli Alimenti e della Nutrizione, considerato il parere espres-
so dalla Commissione unica sulla dietetica e la nutrizione del 12 giugno 2015, ha diffuso una
nota nella quale precisa, tra I’altro, che I’indicazione “senza lattosio” puo essere impiegata
per latti e prodotti lattiero-caseari con un residuo di lattosio inferiore a 0,1 g per 100 g o ml,
in attesa che la questione venga armonizzata a livello europeo.

Per utilizzare la predetta indicazione, i prodotti in questione devono riportare 1’infor-
mazione in etichetta sulla specifica soglia residua di lattosio con modalita del tipo “meno
di...”. La soglia indicata deve risultare comunque inferiore a 0,1 g per 100 g o 100 ml. Solo
per i latti e i latti fermentati pud essere impiegata 1’indicazione “a ridotto contenuto di lat-
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tosio” se il residuo del disaccaride ¢ inferiore a 0,5 g per 100 g o ml. Sulle etichette di tali
prodotti va riportato che il tenore di lattosio ¢ “meno di 0,5 g per 100 g o m1”. Tutto cio in
attesa di una armonizzazione comunitaria raccomandata dal considerando 42 del regola-
mento 609/2013, che comprenda anche 1’etichettatura dei prodotti lattiero-caseari natural-
mente privi di lattosio.

10. CONCLUSIONI

La storia evolutiva dell’uomo ci dice che 1’uso alimentare del latte anche dopo lo svezzamento, alter-
nativo/complementare a quello delle carni, risale solo a qualche migliaio di anni fa, quando I’agricol-
tura e I’allevamento di pecore, capre e vacche diventarono le strategie di sopravvivenza dominanti.
Due fattori hanno permesso all’uomo di superare le limitazioni associate alla indigeribilita del lat-
tosio: la mutazione, che si riscontra nel genoma di alcune popolazioni, grazie alla quale si mantiene
durante tutta la vita 1’attivita enzimatica con cui rompere il legame glicosidico e separare i due mo-
nosaccaridi costituenti il lattosio; e la produzione di derivati del latte nei quali per effetto di fermen-
tazioni microbiche spontanee si riduce fortemente il contenuto del disaccaride.

Oggi un terzo elemento si ¢ aggiunto a questi due: la produzione e la commercializzazione degli ali-
menti delattosati, in virtu del quale si stanno riavvicinando strati sempre pitt ampi di popolazione
LNP di varie parti del pianeta al consumo di latte e derivati, fonti nutrizionalmente riconosciute be-
nefiche per la salute e il benessere dell’'uomo.

In questo senso, gli alimenti delattosati possono essere a ragione considerati “alimenti del futuro”.
Tuttavia, i gastroenterologi ritengono ancora oggi che sia stato sovrastimato il significato clinico del
malassorbimento al lattosio, sia dagli stessi consumatori che dai medici di base, in quanto ¢ accertato
ed accettato che le dosi di lattosio comunemente assunte (quale quella presente in una tazza di latte)
ai pasti non provocano sintomi percettibili. Sempre secondo i gastroenterologi, i sintomi si mani-
festerebbero, invece, solo quando si superano i valori di lattosio riscontrabili in una tazza di latte o
quando il lattosio (o i prodotti che lo contengono) vengono ingeriti senza altri nutrienti.

In conclusione, essi ritengono che nella stragrande maggioranza dei maldigestori siano sufficienti
semplici indicazioni dietetiche piuttosto che ricorrere all’uso degli alimenti delattosati. E ipotizzabi-
le che una uniformita di vedute potrebbe essere raggiunta se si riuscisse a risolvere i punti di incer-
tezza che caratterizzano 1’intera materia dell’intolleranza al lattosio. In particolare: la mancanza di
una definizione condivisa di maldigestori e intolleranti, la mancata conoscenza della vera prevalenza
degli intolleranti (dato che gli operatori sanitari non la controllano di routine), la mancata identifica-
zione delle dosi-soglia per gli intolleranti/maldigestori (non solo per la grande variabilita delle dosi
tollerati riscontrabile tra i consumatori).

Non si pud negare che la crescente espansione dei prodotti a ridotto contenuto di lattosio
testimoni il favore dei consumatori intolleranti, o che si ritengono tali, per i possibili bene-
fici riflessi sulla riduzione dei rischi al sistema scheletrico. Per 1’industria lattiero-casearia,
alla quale gli analisti avevano pronosticato una stagnazione dei mercati nel quinquennio
2011-2016 (con poca o nessuna crescita in volume o in valore economico), i prodotti de-
lattosati hanno rappresentato una inaspettata e piacevole sorpresa per i risultati economici,
valutati per il 2012 in 2,8 miliardi di dollari, il 70% dei quali a favore delle imprese ope-
ranti nell’Europa occidentale e in Nord America. Anche in termini di volume, le stime so-
no piuttosto ottimistiche, in quanto pronosticano un tasso di crescita annuale del 6% per
il periodo 2012-2017. L’ Europa ¢ riconosciuta come il piti grande mercato dei delattosati
al mondo, nel quale si prevede un aumento delle vendite nel periodo 2012-2016 (Prescott,
2012; Valio, 2013).

E auspicabile che le favorevoli prospettive degli analisti economici e il riscontro dei risul-
tati annualmente raggiunti possano essere un importante incentivo a continuare lo sviluppo
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tecnologico con I’offerta di un crescente numero di nuovi prodotti per i consumatori mal di-
gestori/intolleranti a prezzi via via sempre pill contenuti, prossimi se non uguali a quelli dei
corrispondenti tradizionali. In effetti, sebbene si sia potuto accertare che i soggetti intolle-
ranti, o che ritengono di esserlo, siano disposti a pagare un prezzo piu alto (Prescott, 2012),
secondo una ricerca americana (Lopez e Lopez, 2009) sono le famiglie a piu alto reddito le
principali consumatrici di latte delattosato e derivati, mentre molti altri consumatori sono, in-
vece, poco propensi a farlo.
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Capitolo 2
INTRODUZIONE E STORIA DEGLI ALIMENTI SENZA GLUTINE

LAURA ROSSI, SILVIO MORETTI

La malattia celiaca (MC) ¢ un’entero-
patia autoimmune permanente al glutine,
scatenata in soggetti geneticamente predi-
sposti (Ludvigsson et al., 2013; Losowsky
2008; Troncone et al., 2008).

11 glutine ¢ una proteina complessa che
si origina dall’unione, in presenza di ac-
qua e di energia meccanica, di 2 frazioni
proteiche, gliadina e glutenina, presenti in
alcuni cereali quali grano, segale ed orzo.

La predisposizione genetica alla MC
consiste nella presenza degli alleli DQ2
e/o DQ8 nel genoma che codifica per il si-
stema maggiore di istocompatibilita di ti-
po II (Silano et al.,2010; Koning, 2014). I peptidi derivati dalla digestione gastro-intestinale
del glutine attivano sequenzialmente nella mucosa duodenale del soggetto celiaco i meccani-
smi molecolari e cellulari dell’immunita innata e adattativa. Questo processo infiammatorio,
indotto dall’aumentata produzione delle citochine infiammatorie interleuchina—15 ed interfe-
ron — gamma, determina la distruzione e il successivo riarrangiamento del tessuto mucosale
e il quadro istologico, diagnostico della MC: atrofia dei villi, iperplasia delle cripte e infiltra-
zione linfocitaria (Ciccocioppo et al., 2006; Abadie & Jabri, 2014).

Mucosa duodenale normale. Assenza di villi, mucosa infiltrata da cellule
mononucleate.

La MC ¢ una delle patologie permanenti piu frequenti, in quanto colpisce circa 1’1% della
popolazione generale su scala nazionale e mondiale. La MC ¢ piu frequente nel genere fem-
minile (1.5-2 volte rispetto ai maschi), nelle popolazioni di origine indo-europea ed in alcuni
gruppi a rischio. La frequenza delle diagnosi ¢ in aumento, soprattutto grazie alla crescente
applicazione dei test diagnostici nella pratica clinica. Cid nonostante, circa il 70-80% dei ca-
si sfuggono tuttora alla diagnosi (parte sommersa dell” “iceberg celiaco”), constatazione che
potrebbe suggerire per il futuro I’opportunita di uno screening sierologico di massa (Jabri et
al., 2005; Catassi & Fasano, 2008; Meresse et al., 2012) (Fig. 1).
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Figura I — L’ “iceberg celiaco” : i numerosi casi che ancora oggi sfuggono alla diagnosi.

Fonte: http://www.drschaer-institute.com/smartedit/documents/download/dsif_03-2014_it_internet_arti-
kell_14-12-17.pdf

La patogenesi della MC dipende da una complessa reazione innescata dal glutine a livello
della mucosa intestinale, che coinvolge meccanismi immunologici di tipo sia adattativo che
innato. La distruzione dell’epitelio intestinale ¢ causata dalla attivazione sia dei linfociti CD4
nella lamina propria, con conseguente rilascio di citochine proinfiammatorie quali IFN-II, che
dei linfociti intraepiteliali (IEL), attivazione, quest’ultima mediata soprattutto dalla IL-15. A
parte la predisposizione genetica e 1’ingestione di glutine, altri fattori ambientali sembrano
giocare un ruolo nel modulare il rischio di sviluppare celiachia, quali la tipologia del micro-
bioma intestinale, specie nelle prime epoche della vita, la nutrizione infantile e le infezioni
(Jabri & Sollid, 2009; Sollid & Jabri, 2013).

La presentazione della MC ¢ estremamente variabile, tanto che questa condizione ¢ stata

definita “un camaleonte clinico” di cui si distinguono le seguenti forme:

a) CLASSICA (o tipica). Nel bambino si manifesta tipicamente durante i primi 3 anni di
vita, dopo una latenza di alcuni mesi dalla introduzione di cereali contenenti glutine col
divezzamento. Compaiono gradualmente inappetenza, cambiamento dell’umore, diar-
rea cronica, arresto/calo di peso e distensione addominale. Nell’adulto la presentazio-
ne della MC classica ¢ quella della tipica sindrome da malassorbimento intestinale con
diarrea cronica, perdita di peso ed anemia sideropenica;

b) NON CLASSICA (o atipica). Questa forma & frequente sia nel bambino piu grande che
nell’adulto. E caratterizzata da sintomatologia intestinale aspecifica (es. dolori addomi-
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nali ricorrenti, quadro di colon irritabile, stomatite aftosa ricorrente, stipsi cronica) e/o
manifestazioni extra-intestinali, quali anemia sideropenica resistente alla terapia mar-
ziale per os, stanchezza cronica, bassa statura, ritardo (piu raramente anticipo) pubera-
le, ipertransaminasemia isolata o dermatite erpetiforme (dermatite eritemato-ponfoide
pruriginosa, considerata come “celiachia della pelle”);

c) SILENTE. Tale forma, nella quale ¢ assente una chiara sintomatologia, viene occasio-
nalmente individuata a seguito di screening sierologico in soggetti a rischio, es. fami-
liari di primo grado di celiaci o pazienti affetti da altre patologie autoimmuni. Nella MC
silente sono presenti le stesse alterazioni sierologiche ed istologiche dei casi tipici;

d) POTENZIALE. E caratterizzata da un pattern sierologico tipico, in presenza di un qua-
dro istologico intestinale normale o solo lievemente alterato. Il quadro clinico pud essere
silente o aspecifico (es. dolore addominale ricorrente). Con il passare del tempo la forma
potenziale puo evolvere in una MC conclamata sul piano istologico (Fasano, 2003).

EPIDEMIOLOGIA DELLA CELTACHIA

La celiachia ¢ una malattia nota da molti anni, ma solo in tempi recenti viene riconosciuta
come un problema piuttosto comune e quindi riceve una maggiore attenzione anche da parte
dei produttori di alimenti e dei ristoratori. La stima della prevalenza della celiachia, a livello
mondiale, & dell’1%.

Secondo recenti studi americani, la malattia & ampiamente sottostimata negli Stati Uniti,
dove interessa una persona su 133. La diagnosi invece viene effettuata mediamente solo sul
3% dei malati. Ci sarebbero quindi piu di due milioni di celiaci non diagnosticati nei soli Stati
Uniti. Tra le persone che hanno un parente di primo grado celiaco, la percentuale sale moltis-
simo, con una incidenza della malattia di 1 caso su 22 persone. Studi epidemiologici recenti
stanno rilevando la presenza notevole di celiachia anche in aree del mondo nelle quali non si
riteneva fosse molto presente, dall’ Africa al Sudamerica e all’Asia.

In Europa, la celiachia sarebbe la pitt comune malattia di origine genetica. In Italia, ad
esempio, il National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases statunitense sti-
ma I’incidenza di MC in un caso su 250.

Secondo 1’ Associazione Italiana Celiachia (AIC), invece, 1’inci-

denza di questa intolleranza in Italia si aggira su un caso ogni 100- - Associazione
150 persone. AIC (] m,

I celiaci quindi potrebbero essere circa 400 mila, ma ne sono sta- | Lazio
ti diagnosticati solo 35 mila. Ogni anno, sostiene sempre 1’ AIC,
vengono effettuate 5.000 nuove diagnosi ed ogni anno nascono
2.800 nuovi celiaci, con un incremento annuo del 9%.

Uno studio (Corrao et al., 2001, pubblicato sulla rivista The Lancet daun (S8 ==
gruppo di ricercatori italiani) ha analizzato il tasso di mortalita tra piti di 1.000
malati di celiachia, diagnosticati tra il 1962 e il 1994, e su oltre 3.300 loro pa-
renti di primo grado. Lo studio ha permesso di evidenziare che il tasso di mor-
talita ¢ significativamente in eccesso rispetto all’atteso (53 i morti contro i 26
attesi), soprattutto nei primi tre anni dopo la diagnosi, nei pazienti che presen-
tano sintomi di malnutrizione e non in quelli con sintomi minori.

La mortalita appare correlata al ritardo con cui viene effettuata la dia-
gnosi (e quindi il cambiamento di dieta) e la causa principale di morte ¢ lo
sviluppo di linfoma. L’eccesso di mortalita non riguarda invece i parenti di
primo grado.
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LA FREQUENZA DI CELIACHIA NEL MONDO

La celiachia ¢ la piu frequente intolleranza alimentare a livello globale. La prevalenza in
Europa nella popolazione adulta & pari all’1%, con un intervallo di variabilita che va dallo
0.2% della Germania al 2-3 % della Finlandia e della Svezia. Stesso dato interessa anche altri
Paesi del Mondo, come ad esempio 1’India. Negli Stati Uniti la prevalenza si assesta intorno
all’1% (come in Europa), scende intorno allo 0.6% e 0.8% , rispettivamente in Centro Ame-
rica e in Sud America, per fermarsi allo 0.5% del continente oceanico.

Un’area geografica del Pianeta caratterizzata da forte disomogeneita ¢ 1’ Africa: i dati del-
la prevalenza variano tra lo 0.5% dell’Egitto e 1’1% della Libia, ma troviamo anche la popo-
lazione con la piu alta prevalenza di celiachia al mondo, i Saharawi (5-6% nell’area di con-
fine tra Mauritania, Marocco e Algeria). Cid puo essere attribuito sia all’elevato consumo di
alimenti contenenti glutine (cous-cous), sia a una genetica favorevole con alta prevalenza in
questa popolazione di geni HLA predisponenti, associati all’isolamento forzato. I Saharawi
vivono da piu di trent’anni nei campi dei rifugiati. Per molto tempo la celiachia risultava es-
sere un problema esclusivo dei paesi occidentali, ma oggi, come dimostrano i dati esposti,
sappiamo che non ¢ pill cosi. Alcuni fattori - e in particolare la globalizzazione dei consumi
alimentari, un fattore ambientale - hanno reso la celiachia una delle patologie croniche pill
diffuse, con frequenza in tutto il Mondo (Fig. 2).

Figura 2 — Mappatura della dell’epidemiologia della malattia celiaca nel mondo.

Fonte: http://www.drschaer-institute.com/smartedit/documents/download/dsif_03-2014_it_internet_arti-
kell_14-12-17 pdf

La celiachia continua ad aumentare nella popolazione globale, ma non in maniera omoge-
nea. Questo il risultato di uno studio, recentemente pubblicato, che fa il punto sull’inciden-
za della celiachia in tutto il mondo, evidenziando le differenze a livello geografico (Catassi
etal., 2014).
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Il lavoro specifica innanzitutto che I’aumento della malattia celiaca potrebbe in realta essere dovuto
al miglioramento delle tecniche di diagnosi e alla maggiore consapevolezza dell’esistenza di questa
patologia: insomma, rispetto a due decenni fa, € probabile che siano aumentati solo i diagnosticati,
ma che la celiachia abbia conservato all’incirca la stessa incidenza. Questo potrebbe essere il caso
soprattutto dell’Europa del Nord e degli Stati Uniti, dove la celiachia ¢ storicamente presente, ma
dove si registra un aumento della sua presenza.

Lo studio esamina la diversa presenza anche in macro-aree geografiche: in Europa la celiachia col-
pisce in media 1’1% della popolazione, ma in Svezia e Finlandia arriva fino al 3%, mentre in Germa-
nia appena allo 0,2%. L’aumento maggiore delle diagnosi & pero avvenuto in Scozia, dove dal 1990
al 2009 i celiaci diagnosticati a livello pediatrico sono aumentati di 6 volte. Per quanto riguarda gli
USA, nel 1975 solo lo 0,2% della popolazione era diagnosticata come celiaca, mentre nel nuovo mil-
lennio la quantita & quintuplicata.

Le ragioni di questi cambiamenti non sono chiare, ma giocano un ruolo importante le componenti
ambientali: variazioni nella quantita e qualita del glutine ingerito, modelli di alimentazione nei bam-
bini, spettro di infezioni intestinali, colonizzazione del microbiota intestinale, eccetera.

Piu difficile da spiegare, invece, I’aumento di celiaci in Asia. Qui la causa potrebbe esse-
re il cambiamento significativo delle abitudini alimentari: tradizionalmente gli asiatici hanno
sempre seguito una dieta naturalmente povera di glutine, ma 1’occidentalizzazione del loro
cibo (con I'introduzione di pasta e pizza in primis, al posto del riso) ha certamente aumentato
I’utilizzo di cereali contenenti glutine, soprattutto nell’alimentazione infantile, e questo po-
trebbe spiegare la nuova tendenza. Ricordiamo, infatti, che la celiachia si puo presentare in
una persona gia geneticamente predisposta all’intolleranza al glutine.

Yuan J. et al., The Tip of the “Celiac Iceberg” in China: A Systematic Re-
view and Meta-Analysis, Plos One 2013, DOI: 10.1371

La conoscenza dell’epidemiologia della celiachia in Asia ¢ ancora limitata e per lo piu con-
finata in India, dove questo disturbo viene piu frequentemente riconosciuto, sia nei bambini
che negli adulti. La frequenza in India sembra essere maggiore nella parte settentrionale del
paese, definita “cintura celiaca”, si presume per la diversa distribuzione della coltivazione
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del grano e del riso tra nord e sud. Le stime parlano di 5-8 milioni di persone che dovrebbero
essere affette da questa malattia in India. Infine, in paesi come Giappone, Indonesia, Corea,
Filippine e molte piccole isole del Pacifico questo disturbo dovrebbe essere raro, visto il bas-
so consumo di frumento e la bassa frequenza di genotipi predisponenti.

Per quanto riguarda 1’ Africa del nord e i paesi del Medio Oriente, la celiachia & presente
con un tasso diagnostico ancora molto basso, soprattutto a causa della scarsa disponibilita di
strutture mediche e di consapevolezza quasi inesistente. Unica eccezione in Saharawi, una
popolazione araba che vive nel Sahara occidentale, dove la prevalenza di celiachia ¢ eccezio-
nalmente elevata (5.6%) per ragioni che sono finora poco chiare.

Attualmente nessun paese effettua screening di massa per la malattia celiaca, fatta ecce-
zione per la piccola Repubblica di San Marino. Le principali limitazioni allo screening sie-
rologico di massa sono la difficolta di stabilire la corretta eta di screening, la variabilita nella
storia naturale di sensibilizzazione al glutine e le questioni etiche nel trattamento di soggetti
con malattia celiaca clinicamente silente.

Al momento si stima dunque che oltre il 50% dei casi di celiachia rimanga per ora non dia-
gnosticato. E tuttavia indiscutibile che i gruppi con un’alta frequenza della malattia dovreb-
bero essere regolarmente testati per la malattia celiaca. In questo contesto, sara importante
valutare 1’efficienza di uno screening basato sulla determinazione rapida degli autoanticorpi
o dei geni predisponenti. In conclusione, i dati disponibili suggeriscono che I’incidenza della
celiachia sta aumentando e che la malattia ¢ attualmente molto pill comune in alcune aree in
cui in passato era inesistente. Servono ulteriori studi anche per chiarire il ruolo dell’alimen-
tazione nell’infanzia sullo sviluppo della malattia celiaca.

The Global Burden of Childhood Coeliac Disease:

A Neglected Component of Diarrhoeal Mortality?
Byass P et al. FLoS ONE. 2011:6(7): e22774.
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LA CELIACHIA IN ITALIA

La celiachia ¢ I’intolleranza alimentare piu frequente e la sua prevalenza stimata si aggira
intorno all’1%. Partendo da questo dato si calcola che nella popolazione italiana il numero
teorico di celiaci si aggiri intorno ai 600.000 contro i 164.492 effettivamente diagnosticati al
31.12.2013. Il Ministero della Salute redige ogni anno una relazione al Parlamento sulla ce-
liachia (Fig. 3).
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I dati di seguito riportati si riferiscono al 2013 e
sono stati pubblicati nel 2014 (Ministero della Salu-
te, 2014). I celiaci censiti in Italia al 31.12.2013 sono
164.492, solo il 27% di quelli stimati sulla base della
prevalenza. Dei 164.492 celiaci, 47.837 sono maschi
e 115.933 sono femmine, con un rapporto tra i ses-
si di 1:2. 1l dato regionale ¢ comunque molto varia-
bile, sia come proporzione tra i sessi (che in alcuni
casi puo arrivare anche a 1:3) che quantitativamente
in senso assoluto. Infatti le Regioni che ospitano piu
celiaci sono: la Lombardia con 28.611, il Lazio con
16.576 e la Campania con 15.509, registrando rispet-
tivamente il 17,4%,il 10,1% e il 9.4%.

La popolazione celiaca sul territorio italiano nel
2013 risulta cosi distribuita:

¢ i1 46% al NORD con 76.064 celiaci

¢ il 22% al CENTRO con 35.955 celiaci

¢ il 19% al SUD con 31.873 celiaci

¢ il 13% nelle ISOLE con 20.600 celiaci.

Dal confronto dei dati relativi alle annualita
2011, 2012 e 2013 emerge un costante incremen-
to del numero di celiaci in tutte le Regioni d’Italia.

Figura 3 — Relazione annuale al Parla-
mento sulla celiachia — anno 2013

Fonte: http://www.salute.gov.it/imgs/C_17_pub-
blicazioni_2306_allegato.pdf
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Casi di intolleranza al glutine in Italia
Fonte: www.slideshare .net
LA DIETA DEL CELIACO

L’unico trattamento attualmente disponibile per la MC ¢& I’esclusione totale e per tutta la
vita del glutine dalla dieta (pertanto anche di prodotti integrali contenenti glutine).
La dieta senza glutine (DSG), sebbene limiti notevolmente la qualita della vita sociale del-
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le persone celiache, ¢ necessaria per ottenere la remissione dei sintomi e segni associati alla
MC e prevenirne le gravi complicanze.

La DSG si compone di alimenti naturalmente senza glutine (frutta, verdura, legumi, carne,
pesce, patate e altri tuberi) e alimenti appositamente formulati per celiaci con materie prime
deglutinate o prive di glutine, alimenti che sono succedanei di prodotti che contengono gluti-
ne quando destinati al consumo da parte della popolazione generale (pasta, pane, prodotti da
forno, crackers, biscotti, cereali da colazione e snacks).

Il contenuto di glutine di questa categoria di prodotti, che puo riportare in etichetta I’indi-
cazione nutrizionale “senza glutine” , deve essere inferiore a 20 ppm (equivalente a mg/kg).
In letteratura non vi ¢ evidenza di carenze nutrizionali specifiche nei soggetti celiaci a dieta
senza glutine, rispetto alla popolazione generale (Saturni ez al.,2010; Theethira et al., 2014).

I cereali permessi nella dieta senza glutine sono mais, riso, sorgo, miglio e teff, accanto a
pseudo-cereali quali quinoa, grano saraceno e manioca (Fig. 4).
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Figura 4 - Esempi di cereali naturalmente privi di glutine

Fonte: http://senzaebuono.altervista.org/celiachia-orto-del-bimbo-intollerante/

Numerosi studi clinici hanno dimostrato che I’avena ¢ tollerata dalla maggior parte dei sog-
getti celiaci in dieta senza glutine da almeno due anni e con avvenuta negativizzazione degli
anticorpi anti-transglutaminasi e guarigione delle lesioni della mucosa duodenale. Tuttavia, al
momento 1’inclusione dell’avena nella DSG non ¢ consigliata, in considerazione della varia-
bilita della risposta immune individuale a questo cereale e per I’incertezza che tuttora esiste
riguardo la tossicita delle diverse varieta di avena (Richman, 2012; Anderson, 2014; Maglio
et al.,2014; Silano et al., 2014).
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Una scrupolosa e permanente dieta senza glutine (DSG) & ’'unico trattamento ad oggi di-
sponibile per la MC. La DSG ¢ efficace nel determinare la remissione dei sintomi e segni di-
pendenti dalla malattia, la normalizzazione dei livelli plasmatici degli autoanticorpi glutine-
dipendenti e delle lesioni della mucosa duodenale. La DSG inoltre, ¢ uno strumento efficace
nel prevenire le complicanze associate.

Quindi i soggetti celiaci devono evitare cibi a base di grano, segale ed orzo. I cereali che
non contengono glutine (e inseriti in una DSG) sono mais, riso, sorgo, miglio e feff. Sono
ugualmente privi di glutine alcuni pseudo-cereali, quali amaranto, quinoa, grano saraceno
e manioca (tapioca).

Inoltre, sono naturalmente privi di glutine: verdure ed ortaggi, frutta, tuberi, legumi,
carne, pesce e uova. La compliance alla DSG deve essere rigorosa: va evitata I’assunzione
volontaria di glutine anche saltuariamente e in piccole dosi, nonché in assenza di sintomi e/o
segni propri della MC subito dopo 1’assunzione di glutine.

Riguardo alle contaminazioni (presenza non voluta di tracce di glutine in alimenti che ne
sono naturalmente privi in seguito al passaggio accidentale durante processi di conservazio-
ne e preparazione domestica e/o nella ristorazione collettiva), I’atteggiamento da tenere deve
essere di attenzione, evitando comportamenti troppo restrittivi.

Cereali e pseudo-cereali senza glutine

Manioca esculenta Zea mays Fagopyrum esculentum Chenopodium quinoa  Amarantus tricolor
(Manioca o Tapioca) (Mais) (Grano saraceno) (Quinoa) (Amaranto)

N

Oryza sativa Sorghum vulgare Panicum miliaceum Eragrostis teff
(Riso) (Sorgo) (Miglio) (Teff)

La DSG prevede il consumo, oltre che di alimenti naturalmente privi di glutine, di pro-
dotti alimentari appositamente formulati per celiaci. Questi sono succedanei di alimenti per
I’uso comune, in cui la presenza di cereali contenenti glutine ¢ caratterizzante e prevalente,
se non esclusiva e che sono stati prodotti con materie prime prive di glutine o private del glu-
tine. Questi ultimi possono riportare in etichetta I’indicazione nutrizionale volontaria “senza

49



glutine”. La stessa dicitura ¢ permessa per gli alimenti confezionati e/o lavorati che, pur non
essendo caratterizzati dalla sostituzione di cereali contenenti glutine con quelli che ne sono
privi, non contengono glutine come ingrediente.

Per poter riportare I’indicazione “senza glutine” in etichetta, un prodotto alimentare
deve avere un contenuto di glutine inferiore a 20 parti per milione (ppm).

Il limite di 20 ppm per i prodotti per celiaci permette un consumo di questi prodotti in
quantita rilevanti, senza che si superi il limite giornaliero di sicurezza di 10 mg/die (Catas-
si et al., 2007; Gibert et al., 2013). I prodotti con contenuto di glutine inferiore a 100 ppm
sono qualificati come prodotti “a basso contenuto di glutine”. Nonostante le limitazioni che
influenzano la qualita di vita delle persone celiache, la DSG puo fornire un apporto vario, bi-
lanciato e completo di nutrienti, vitamine e minerali.

Gli individui celiaci in trattamento dietetico presentano a regime un’ assunzione inferiore
alle quantita raccomandate di fibre, calcio, folati e vitamina B;,, mentre non ci sono eviden-
ti differenze tra la dieta libera e la DSG riguardo all’apporto di energia e di macronutrienti.
La carenza di fibre ¢ dovuta alla difficolta di inserire nella dieta cereali integrali. Non ¢ co-
munque necessario assumere integratori di particolari nutrienti, se si segue una DSG varia ed
equilibrata (Theethira et al.,2014).

L’elevato indice glicemico degli alimenti senza glutine (e il fatto che spesso, nei prodotti
in commercio, la privazione del glutine viene compensata da un maggior quantitativo di zuc-
cheri, grassi e proteine) se in eccesso puo risultare problematico soprattutto nelle situazioni
di necessita di controllo del peso.

Non ¢ infrequente, quindi, che il paradigma malattia celiaca che corrisponde a magrezza
e malnutrizione sia invece declinato anche con la compresenza di sovrappeso, soprattutto in
eta pediatrica (Diamanti et al., 2014). Diventa percio fondamentale associare alla dieta priva
di glutine per la gestione della MC anche un follow up nutrizionale adeguato, che favorisca la
riduzione della sintomatologia, unitamente alla normalizzazione del peso.
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Aziende che producono alimenti gluten-free in Italia
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Il Registro Nazionale dei prodotti senza glutine erogati gratuitamente dal Servizio Sanita-
rio Nazionale sotto forma di assistenza sanitaria integrativa, di cui all’art. 7 del DM 8 giugno
2001, comprende una lista di alimenti con un residuo massimo di glutine inferiore a 20 mg/
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kg. Tale diritto spetta ai soggetti intolleranti al glutine previa diagnosi di celiachia effettuata
secondo i criteri e le modalita indicati dallo stesso DM del 2001.

Gli stabilimenti e/o i laboratori nazionali che producono e/o confezionano alimenti senza
glutine devono essere preventivamente autorizzati. L’autorizzazione in forma di riconosci-
mento, secondo quanto previsto dall’art. 6 comma 3 lettera a) del Regolamento (CE)
852/2004, ¢ demandata alle Regioni ai sensi del DL 13 settembre 2012, n. 158, recante “Di-
sposizioni urgenti per promuovere lo sviluppo del Paese mediante un piu alto livello di tutela
della salute”, convertito successivamente con Legge 8 novembre 2012, n.189.

Tale riconoscimento richiede il preventivo accertamento della sussistenza delle condizio-
ni igienico-sanitarie e dei requisiti tecnici previsti dai Regolamenti (CE) 852/2004 e (CE)
853/2004 sull’igiene dei prodotti alimentari, dal DM 23 febbraio 2006
“Requisiti tecnici e criteri generali per 1’abilitazione alla produzione e
al confezionamento di integratori alimentari”’, nonché della disponibili-
ta di un idoneo laboratorio per il controllo dei prodotti” ai sensi dell’art.
10 del decreto legislativo 111/92.

I prodotti senza glutine erogati dal S.S.N. possono essere contraddi-
stinti in etichetta dal logo verde qui riportato solo dopo aver terminato
I’iter di riconoscimento e di notifica dell’etichetta.

E possibile consultare il Registro dei prodotti senza glutine diretta-
mente sul sito del Ministero della salute all’indirizzo:

http://www.salute.gov.it/portale/temi/p2_6.jsp?id=3667 &area=Alimenti%20particola-
11%20e%?20integratori&menu=registri.

CELIACHIAE “GLUTEN SENSITIVITY”

Fino a pochi anni fa la quasi totalita del mondo scientifico che si occupava di gastroentero-
logia era convinta che il glutine avesse effetti negativi solo nella MC. Pertanto, accadeva che
se una persona lamentava problemi addominali, meteorismo, diarrea, ecc..., ma i valori delle
transglutaminasi erano negativi e i villi integri, gli veniva detto che non era celiaca e che po-
teva continuare ad assumere glutine senza problema.

Negli ultimi anni stiamo assistendo a numerose ricerche volte a considerare la tossicita del
glutine anche in soggetti non celiaci. In poche parole, una vera e propria intolleranza al glu-
tine, diversa dalla Malattia Celiaca. In realta, sarebbe pill corretto chiamarla “ipersensibilita
al glutine” o Gluten Sensitivity (GS), come la definiscono i ricercatori.

Lo spettro dei disordini correlati al glutine si € arricchito negli ultimi tempi di questa nuova
condizione morbosa che va ad aggiungersi alla celiachia ed all’allergia al grano, conosciute
da tempo (Fig. 5).

A differenza dell’allergia al grano e della celiachia, che sono malattie ben definite con cri-
teri diagnostici universalmente accettati, la “Gluten Sensitivity” rappresenta una nuova entita,
i cui criteri diagnostici sono ancora oggetto di definizione e discussione (Sapone et al., 2012).

La “Gluten Sensitivity” si caratterizza sul piano clinico per una sintomatologia che si ma-
nifesta in seguito all’assunzione di glutine, caratterizzata da sintomi gastrointestinali (mete-
orismo, dolori addominali, diarrea o stipsi (o alvo alterno) ed extraintestinali (sonnolenza,
difficolta di concentrazione, annebbiamento mentale, cefalea, artromialgie, parestesie degli
arti, rash cutanei tipo eczema, depressione, anemia, stanchezza cronica). Tale quadro clini-
co va in remissione con 1’eliminazione del glutine dalla dieta. La risposta alla sottrazione del
glutine ¢ in genere rapida e porta ad un significativo miglioramento clinico nel giro di pochi
giorni (Sapone et al., 2011).
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Figura 5 - Gruppi di pazienti con ipersensibilita al glutine non riconducibile alla malattia celiaca
Fonte: Mansueto et al., 2014

La Gluten Sensitivity si manifesta dall’eta adolescenziale all’eta adulta, mentre € estrema-
mente rara in eta pediatrica. A parte il quadro clinico appena descritto con sintomi, che, ad
onor del vero, sono spesso molto simili a quelli dell’allergia al grano e della celiachia, la dia-
gnosi di Gluten Sensitivity ¢ al momento una diagnosi di esclusione, caratterizzata dalla ne-
gativita dei fest immunologici per I’allergia al grano, dalla negativita per la sierologia tipica
per celiachia e da una biopsia intestinale normale o con alterazioni minime. L’ ipersensibilita
al glutine non dispone al momento di marcatori anticorpali specifici atti ad identificare que-
sta condizione e I'unica alterazione immunologica che ¢ possibile ritrovare nei pazienti con
sensibilita al glutine ¢ la positivita per anticorpi antigliadina di prima generazione (gli AGA),
che vengono ritrovati positivi nel 40-50% dei pazienti con Gluten Sensitivity (Biesiekierski
JR et al, 2011).

Da tempo gli studiosi delle patologie da glutine si erano accorti dell’esistenza di una con-
dizione di sensibilita al glutine in assenza di criteri diagnostici compatibili con una condizio-
ne di allergia al grano o di celiachia, ma questi pazienti sono rimasti per molti anni in un ve-
ro e proprio limbo, venendo spesso considerati dei pazienti affetti da sindrome dell’intestino
irritabile o con problematiche di tipo psicologico ed ansioso-depressivo oppure pazienti da
sorvegliare per il possibile sviluppo in futuro di celiachia.

La differenza sostanziale ¢ che nei soggetti celiaci il glutine attiva un meccanismo autoim-
mune, mentre nella “sensibilita al glutine” la risposta alla ingestione di glutine determina un
meccanismo immune innato, senza alcun coinvolgimento di una risposta del sistema immu-
ne adattativo.

Lo sviluppo di queste nuove conoscenze consente di caratterizzare ulteriormente la Glu-
ten Sensitivty come un’ entitd nosologica ben definita. E chiaro che ¢’& ancora sicuramente
molto lavoro da fare per una definizione corretta di tutti i parametri clinici, immunologici e
genetici della Gluten Sensitivity.

L’interesse per la Gluten Sensitivity € in continuo aumento, come testimoniato dalla “First
International Consensus Conference on Gluten Sensitivity” tenutasi a Londra nel 2011, dove
un Panel di esperti internazionali ha cercato di fare chiarezza.
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Il Panel di esperti ha redatto come documento conclusivo della conferenza: “Spectrum of gluten-rela-
ted disorders: consensus on new nomenclature and classification” . Gli Autori con questo documento
hanno dato una definizione a tutte le situazioni cliniche note correlate al glutine, hanno analizzato i
dati epidemiologici, gli aspetti clinici e I’iter diagnostico corretto.
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Negli USA ¢ stato osservato negli ultimi tre anni un netto aumento di vendita di prodotti
industriali senza glutine, in buona parte sostenuto da una autoprescrizione da parte di soggetti
che hanno autonomamente stabilito di avere necessita di una dieta senza glutine.

Questo incremento & stato misurato fra il 15% ed il 25% e suggerisce alcune riflessioni, vista anche
la grande pressione pubblicitaria che si sta osservando in Italia sulla vendita dei prodotti senza gluti-
ne destinati alla popolazione generale. Infatti ¢ vero che molto di piu si sta scoprendo sulle reazioni
avverse al glutine e che sono aumentate le diagnosi sia di malattia celiaca che di Gluten sensitivity,
rendendo molto pill variegato e complesso il mondo delle reazioni avverse al glutine. Pero sta au-
mentando un uso inappropriato di alimenti speciali, prevalentemente su base autoprescrittiva senza
alcun iter diagnostico a priori che lo giustifichi.

Vale la pena ribadire che la dieta senza glutine non ¢ una moda. La dieta senza glutine non
¢ “pit leggera” né dimagrante: ¢ 1’unica terapia oggi riconosciuta per la celiachia, una malat-
tia sistemica cronica scatenata dall’ingestione di cereali contenti glutine in chi & geneticamen-
te predisposto.

CELIACHIA, ALLATTAMENTO AL SENO E PRATICHE
DI ALIMENTAZIONE INFANTILE

Le pratiche di alimentazione infantile, unitamente all’al- ”
lattamento al seno prolungato, sono state sempre considerate 8 . ®
un fattore di protezione per I’insorgenza della malattia celia- ’ A -
ca. Pastine e biscotti dovevano infatti essere introdotti nelle v Fiee 4
pappe dei bambini gradualmente dopo i 6 mesi, possibilmente * ! E ’;
continuando a somministrare il latte materno. 5

Due grossi lavori (Lionetti et al., 2014; Vriezinga et al., 2014) hanno recentemente rivi-
sto questi assunti, dando una lettura un po’ diversa della relazione tra celiachia e pratiche di
alimentazione infantile.

I dati rivelano che la predisposizione genetica ¢ il fattore principale per la celiachia: i bam-
bini con due copie del gene HLA-DQ2 hanno il doppio della probabilita di sviluppare 1’intol-
leranza rispetto a quelli che non le possiedono. Sono solo questi i bambini nei quali il glutine
si deve introdurre il piu tardi possibile; il termine di introduzione di glutine in questi casi ¢
molto dilatato e arriva fino a 12 mesi.
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L’introduzione molto tardiva di glutine nei bambini ad alto rischio aiuta a prevenire la ce-
liachia specificatamente in questo gruppo di popolazione. Invece nei bambini senza una pre-
disposizione genetica forte alla celiachia, il momento in cui il glutine entra nella pappa non
influisce sulla probabilita di ammalarsi.

Gli studi (e questo & un dato abbastanza sorprendente) ci dicono anche che 1’allattamento
al seno - che pure ¢ protettivo per molte altre ragioni - non da una protezione aggiuntiva per
la malattia celiaca. Questo dunque puo rassicurare chi non puo o non vuole allattare in quanto
I’allattamento artificiale non & un fattore di rischio specifico che influenza in qualche modo
la possibilita di diventare celiaci.

E evidente dunque che, tra i diversi fattori studiati, il background genetico & di gran lunga
I’elemento piu importante nel determinare quali bambini potrebbero sviluppare la condizione
autoimmune che determina la malattia celiaca.

Percio sarebbe molto utile riuscire a individuare precocemente questi bambini. In effetti,
basterebbe un semplice fest del sangue per I’ identificazione del genotipo HLA, che permet-
terebbe rapidamente di evidenziare i bambini “ad alto rischio”. La diagnosi precoce risulta
estremamente utile per 1” attuazione di strategie mirate di prevenzione primaria, che possono
partire dall’ introduzione tradiva del glutine (seguita da screening successivo per scongiurare
possibilmente la comparsa della patologia), ma anche diagnosticare il problema molto presto,
quando non si sono avuti effetti negativi sullo sviluppo.
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Capitolo 3
LATTOSIO E GLUTINE. FONDAMENTI

GIOVANNI BANDI

In questi ultimi anni si sta notando una sempre maggior diffusione delle intolleranze ali-
mentari, o quantomeno della consapevolezza delle stesse, riguardanti molte molecole fra le
quali primeggiano Lattosio e Glutine.

Questo comporta delle limitazioni negli stili di vita alimentari e spesso obbliga a rinunce
verso cibi graditi al palato e consumati con piacere.

1. IL LATTOSIO
§- T
Aspetti Chimici

11 lattosio ¢ un disaccaride rispondente alla formula grezza Cy,
H,,0y;, costituito da una molecola di beta-D-galattosio e una di D-
glucosio, legate fra di loro mediante un legame glicosidico interessan-
te il carbonio n 1 del galattosio e il carbonio n 4 del glucosio. [

Il galattosio risulta sempre beta, mentre il glucosio puo essere alfa
oppure beta, con maggior diffusione della forma beta; quindi la for-
mazione dell‘ alfa o beta lattosio ¢ determinata dalla forma anomeri-
ca del glucosio.

Esso puo esistere in forma cristallina oppure amorfa. Ai fini del- \
la tecnologia alimentare la forma cristallina risulta dotata di migliori |
proprieta (ad esempio la solubilita). Nei latti in polvere questo risulta
di notevole importanza ai fini di una miglior solubilita durante I’alle-
stimento della soluzione, evitando la formazione di grumi e di galleg- % =8
giamenti di particelle.

Inoltre sono possibili due strutture: la monoidrata e la anidra.

La monoidrata si forma per riscaldamento del latte a temperatura inferiore a 90°C, mentre
’anidra si ottiene per successivo riscaldamento.

CH,0H

1l Lattosio
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11 Lattosio nella digestione

Il lattosio, al pari degli altri disaccaridi (saccarosio e maltosio), non ¢ assorbito dai villi del-
la mucosa intestinale; pertanto viene a prodursi una elevata pressione osmotica a livello inte-
stinale che richiama acqua nel lume, provocando sintomi simil-lassativi. Inoltre, la presenza
di disaccaridi non assorbiti provoca fermentazioni anomale con formazione di gas (anidride
carbonica e idrogeno), che provocano tensione e gonfiore addominale, borborigmi e crampi;
a lungo andare puo manifestarsi anche dimagrimento a causa della mancata energia apporta-
ta dallo zucchero.

I soggetti intolleranti quindi sono privi dell’enzima lattasi (una beta-galattosidasi) presente
sulla superficie dell’orletto a spazzola degli enterociti.

In teoria I’approccio terapeutico sarebbe quello di somministrare 1’enzima lattasi con gli
alimenti ed infatti attualmente sono a disposizione integratori a tal riguardo.
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LATTOSIO + ACCA GALATTOSIO + GLUCOSIO
B-galattosidasi

Azione dell’enzima lattasi (mypersonaltrainer.it)

Molto diffusi negli Stati Uniti e nel Centro Europa — non ancora particolarmente in Ita-
lia - sono dunque alcuni integratori alimentari a base di lattasi, che possono essere assunti
dai soggetti intolleranti al lattosio in concomitanza con I’assunzione di alimenti contenen-
ti lo stesso.

Si tratta di polveri, capsule o compresse a base di lattasi in varie forze (normalmente tra le
3.000 e le 15.000 unita LaCU - FCC (unita dall’americano Food Chemical Codex). 1l dosag-
gio ¢ particolarmente soggettivo e viene determinato ex adiuvantibus, ovvero in base alla re-
azione del soggetto (si procede per dosi progressive o regressive fino a determinare il giusto
bilancio per quantita di lattosio ingerita).
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L’industria dei prodotti lattiero-caseari, invece, tratta direttamente il latte con suddetto en-
zima, il che provoca I’idrolisi del lattosio nei suoi due componenti monosaccaridi glucosio
e galattosio entrambi assorbibili; un particolare degno di nota ¢ il fatto che il latte cosi trat-
tato risulta pit dolce poiché il potere dolcificante dei monosaccaridi & superiore a quello del
lattosio.

I latti cosi trattati assumono la denominazione “HD”, dall’ inglese High Digeribility, ov-
vero ad Alta Digeribilita.
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IL GLUTINE

Il frumento possiede la seguente composizione:
*Amido 70%
eLipidi 19%
¢ Fibra 2.5%
eCeneri 14%
* Proteine 12%

Le gliadine e le glutenine rappresentano
circa I’80% delle proteine totali.

Nei cereali in generale esse prendono il
nome rispettivamente di prolammine e glu-
teline.

A livello biochimico nutrizionale le pro-
teine del glutine seguono la stessa via me-
tabolica delle altre proteine: gli aminoacidi
costituenti vengono deaminati e il gruppo
amminico viene trasferito all’ acido alfa-

chetoglutarico trasformandolo in acido glutammico; si verificano poi reazioni di transami-
nazione e il catabolita ammoniaca, dotato di tossicita, viene convertito in urea, eliminata con

le urine.

a-amminoacidi
(0]
Il TRANSAMINAZIONE
? =0"  piridossalfosfato (vit B6)
|
R
a -Chﬂtﬂ‘ﬂlutﬂrﬂtﬂ
+ NADH DEAMINAZIONE
OSSIDATIVA
C= \‘ [’ co,
NH, UREA

a -chetoacidi

glutammato

Le proteine dei cereali sono comunque a basso valore biologico, essendo scarse o prive di

aminoacidi essenziali, in particolare lisina.
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Cereale Tipo di Composizione (in aminoacidi) Tossicita
prolamina | Ajanina | Leucina | Prolina |Glutamina | nella celiachia
a-Gliadina 17 - 23% 36% ++++

Ordeina 17 -23% 36% ++
Secalina 17-23% 36% ++
Avenina <5% <30% +

Mais Zeina alto alto -- basso --

Miglio -- alto alto -- basso --

Riso -- alto alto -- basso --

A rigore di logica il glutine non ¢ presente nei cereali, bensi si forma durante 1’impasto
dall’unione delle gliadine e glutenine; nella terminologia medica e nutrizionistica, comunque,
per glutine si intendono queste proteine.

Glutemne

{Glutenina)

Gliadine

Glutine e prodotti per celiachia

Negli alimenti destinati ai celiaci si effettua la determinazione chimica del glutine median-
te il metodo ELISA all’immunofluorescenza.

Principio del metodo: il glutine ¢ un antigene che viene riconosciuto da un anticorpo spe-
cifico; quando le due entita si incontrano, si forma un complesso stabile che pud essere mar-
cato con una sostanza fluorescente in grado di produrre una certa quantita di luce, misurando
la quale si puo risalire alla quantita di glutine.
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Il regolamento CE 41/2009, entrato in vigore nel 2012, prevede che i prodotti riportanti la
dicitura “senza glutine ““ o “ gluten free” devono possedere un limite massimo di glutine pari
a 20 mg /Kg e possono essere consumati dai celiaci in assoluta sicurezza; gli alimenti inve-
ce riportanti la dicitura “a contenuto di glutine molto basso” prevedono un limite massimo
di 100 mg /Kg. I pazienti celiaci hanno diritto alla fornitura dei prodotti dieto-terapeutici da
parte delle ASL di appartenenza.

In risposta a queste richieste, la ditte produttrici commercializzano pane, grissini, crakers,
torte, biscotti e pasta utilizzando miscele di farine provenienti da cereali ammessi (riso, mais,
grano saraceno, ecc).

La struttura dei prodotti da forno, pero, a causa dell’assenza del glutine che trattiene aria
e dona porosita alla pasta, risulterebbe meno soffice e meno gradevole al palato; pertanto si
ovvia a questo inconveniente aggiungendo alle farine sostanze colloidali come carragenine,
pectine, gomma arabica, carbossimetilcellulosa, che sostituiscono le proprieta del glutine e
ritardano la shelf-life (letteralmente la vita del prodotto sullo scaffale, pane non raffermo).

Cereali contenenti glutine

¢ Frumento * Orzo
* Segale * Avena”
e Kamut® (in certi casi tollerato) e Farro

Un cereale risulta tanto pill “tossico” per i celiaci quanto pil ¢ ricco in prolammina.

Cereali e prodotti permessi ai celiaci

¢ Riso * Mais

¢ Grano saraceno * Tapioca (manioca)
* Miglio * Amaranto

* Fecola * Patate

¢ In ricerca: Farine di grano Geneticamente Modificate (con enzima “spento’)

Glutine e farine

A livello tecnologico di panificazione, il glutine &€ molto importante. Infatti esso defini-
sce la “forza“ di una farina, ciog I’attitudine a formare un reticolo tridimensionale a struttu-
ra visco-elastica atta a trattenere 1’ anidride carbonica che si forma durante la lievitazione ad
opera degli enzimi, i quali trasformano il glucosio proveniente dall‘amido in alcool etilico e
anidride carbonica. La forza delle farine viene indicata con la lettera W; farine forti e ricche
di glutine possiedono alti valori di W.

* Secondo recenti studi I’avena risulta essere un cibo ammesso ai celiaci per le esigue quantitd di prolammine, ma
soprattutto perché la proteina avenina (prolammina) risulta contenere basse dosi di prolina e di glutammina, respon-
sabili dell’intolleranza.
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Capitolo 4
IL PROBLEMA DELLE INTOLLERANZE AL LATTOSIO E AL GLUTINE*

CLAUDIO MACCA

1. INTOLLERANZA AL LATTOSIO

11 Lattosio, un disaccaride naturale che costituisce
il principale zucchero del latte, viene idrolizzato nella
mucosa intestinale, durante i normali processi digesti-
vi, nei suoi due monosaccaridi costituenti, cio¢ il ga-
lattosio e glucosio, che verranno poi assorbiti e meta-
bolicamente utilizzati come fonti energetiche.

Nell’intolleranza al lattosio, sono ridotti i livelli di
attivita dell’enzima chiave idrolitico intestinale, noto
come [-galattosidasi o lattasi.'?

In tale condizione, il lattosio non idrolizzato in ga-
lattosio e glucosio, non puo essere assorbito nel pic-
colo intestino; il lattosio indigerito quindi passa nel
colon dove un gran numero di batteri della flora intestinale del colon metabolizzano il lattato
a COz, H2, (& H20.]

Da cio derivano i sintomi tipici dell’intolleranza al lattosio: crampi addominali, flatulenza
e diarrea schiumosa."?

I sintomi variano di intensita a seconda della quantita di lattosio ingerita, delle caratteristi-
che individuali e dei livelli intestinali di attivita di $-galattosidasi.

L’intolleranza al lattosio colpisce molte persone nel mondo; mentre solo il 6-12% dei cau-
casici ne ¢ affetto.*

L’intolleranza al lattosio ¢ molto piu diffusa in altri gruppi etnici e razze, colpendo dal 60
al 90% di greci, arabi, ebrei, afro-americani, ispanici, giapponesi ed asiatici."?

Sebbene I’intolleranza al lattosio tenda a peggiorare con 1’avanzare dell’eta e sia spesso
pill comune e pill grave tra gli anziani, pud avere il suo esordio a qualsiasi eta, con manife-
stazioni cliniche gia presenti a soli tre anni di vita.*?

Il livello di attivita della [3-galattosidasi & solitamente sufficiente alla nascita per permette-
re la digestione del lattosio contenuto nel latte materno.' Tuttavia, gli individui nati con defi-
cienza ereditaria di $-galattosidasi subiscono un calo nell’attivita dell’enzima man mano che
invecchiano. Ad un certo punto, i sintomi cominciano a svilupparsi in seguito al consumo di
prodotti lattiero-caseari contenenti lattosio a livelli che superano il punto di saturazione del-
la attivita enzimatica.

L’intolleranza al lattosio si pud anche manifestare dopo un’infezione o un’altra malattia
intestinale, come, per esempio, una gastroenterite virale. In questo caso I’intolleranza al lat-
tosio € una malattia a breve termine, perché i livelli di attivitd enzimatica possono recuperare
fino ai livelli originali precedenti la malattia.*

11 fest di tolleranza al lattosio (LTT) ¢ solitamente usato come base per una diagnosi clini-
ca di intolleranza. LTT prevede la somministrazione per os di 50 g di lattosio nel soggetto a
digiuno con il monitoraggio dei livelli di glucosio nel sangue o respirando idrogeno dopo una

‘3#
l'. -
—

* I numeri in apice sono riferiti ai lavori citati in bibliografia.
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prova per determinare se il lattosio viene assorbito, controllando anche i sintomi gastrointe-
stinali."?

Se con LTT viene stabilita con certezza 1’intolleranza al lattosio, la dose somministrata &
tuttavia abbastanza alta al punto da non permettere di stabilire il grado di intolleranza al lat-
tosio. Infatti, pochi individui potrebbero ingerire 50 g di lattosio in un solo pasto sulla base
di questa osservazione.

Newcomer ha concluso che in realta solo il 19% degli individui con deficit di lattasi sareb-
be intollerante all’ingestione di circa 240 ml di latte contenente 12 g di lattosio."

Conseguentemente, alcuni medici hanno sostenuto 1I’importanza dell’uso di dosi piu basse
di lattosio nella diagnosi di intolleranza. L’uso di dosi progressivamente crescenti di lattosio,
mentre da un lato rappresenterebbe forse una procedura diagnostica noiosa, contribuirebbe
tuttavia a chiarire il grado di intolleranza a varie dosi di lattosio; cid anche in considerazione
del fatto che I’intolleranza al lattosio ha una certa variabilita nel corso della vita: infatti 1’in-
tolleranza al lattosio peggiora con I’eta in soggetti affetti da deficir di p-galattosidasi.’

Una diagnosi differenziale accurata ¢ impor-
tante nella valutazione dell’ eventuale intolle-
ranza al lattosio; infatti, poiché il lattosio non
puo essere responsabile di tutti i casi di intolle-
ranza al latte, un’altra possibilita ¢ I’intolleran-
za al latte vaccino.

Vi sono soggetti che, pur individuati con
normale capacita di tolleranza al lattosio, co-
me dimostrato da LTT, tuttavia sperimentano
gli stessi sintomi di soggetti intolleranti al latto-
sio quando testati con 8-12 ml di latte vaccino.

In tali casi si ¢ ipotizzato che sostanze di-
verse dal lattosio del latte possano essere re-
sponsabili di alcuni casi di intolleranza al latte.®

Una possibile spiegazione potrebbe essere
I’intolleranza alle proteine del latte vaccino,
una malattia ben definita e caratterizzata da al-
lergia al latte vaccino IG mediata, in cui i sin-
tomi si evidenziano con un inizio ritardato di
alcune ore.”*

Molti individui con intolleranza al lattosio
sono in grado di controllare i loro sintomi evi-
tando I’assunzione di prodotti lattiero- casea-
ri contenenti lattosio; tuttavia le modalita con
cui evitare i prodotti lattiero caseari dipendo-
no molto dal grado individuale di tolleranza al
lattosio.

Infatti alcuni individui intolleranti al latto-
sio possono essere intolleranti all’assunzione
dei 50 g di lattosio contenuto nel LTT, ma poi essere tolleranti a quantita inferiori di lattosio
presente nella maggior parte dei prodotti lattiero-caseari.

Esistono quindi anche delle alternative dietetiche per i soggetti con i piu alti gradi di in-
tolleranza al lattosio: alcuni di loro saranno infatti in grado di tollerare piccole quantita latte,
ma in dosi refratte.
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Nella grande distribuzione commerciale ¢ disponibile latte con lattosio idroliz-
zato. Questo prodotto ¢ efficace, ma spesso il suo sapore & dolce e oltre i limiti
di accettabilita.’

In alternativa I’aggiunta di [3-galattosidasi al latte prima del consumo sem-
bra essere efficace poiché, verosimilmente, I’enzima mantiene la sua attivita e
idrolizza il lattosio ingerito nell’intestino."

Martini e Savaiano hanno dimostrato che la tolleranza per il lattosio aumenta
quando il lattosio ¢ consumato con un pasto. Poiché lo yogurt e il latte con batteri
acidofili contengono colonie attive con attivita [3-galactosidasica, soggetti intol-
leranti sembrano essere piu sensibili di altri a questi prodotti lattiero-caseari. 2
Il livello di attivita della lattasi varia da una marca ad un’altra di yogurt, in
maniera tale che alcuni marchi sono meglio tollerati di altri."”

Dal momento che i latticini sono un’importante fonte di calcio oltre che di im-
portanti sostanze con caratteristiche nutrizionali, ¢ estremamente consigliabile
I’introduzione di latte e latticini anche nella dieta di soggetti ad essi intolle-
ranti. Infatti Bing ez al, hanno dimostrato che diete con 1’esclusione di latte e
latticini possono determinare osteoporosi.’

L’obbiettivo principale dovrebbe dunque essere quello di determinare il livello di tolle-
ranza al lattosio per ogni individuo sensibile e costruire una dieta che permetta di ottenere
il massimo beneficio e godimento dei prodotti lattiero caseari, onde evitare carenzialita dal

punto di vista nutrizionale.

Manifestazioni cliniche - I sintomi di intolleranza al lattosio comprendono dolore addomi-
nale, gonfiore, flatulenza e diarrea.”" Inoltre, gli adolescenti possono avere sintomi di vomito.
1l dolore addominale puo essere di tipo crampiforme ed ¢ spesso localizzato nella zona periom-
belicale o ai quadranti inferiori. Le feci sono di solito abbondanti, schiumose e/o acquose. L’e-
same obiettivo evidenzia borborigmi, suscitati dalla palpazione, e avvertiti anche dal paziente.
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Vi ¢, tuttavia, una notevole variabilita di sintomi tra pazienti intolleranti al lattosio'. Pasti
ad alto contenuto in grassi e con elevata osmolalita rallentano lo svuotamento gastrico e ridu-
cono la gravita dei sintomi lattosio-indotti. Gli individui con piu rapido transito di lattosio al
cieco sono generalmente pill sintomatici, e il quadro clinico ¢ influenzato dalla sensibilita in-
dividuale alla distensione addominale causata da gas o da afflusso di acqua nel lume dell’in-
testino tenue per la presenza di lattosio non digerito."”

I risultati di laboratorio - Pazienti con intolleranza al lattosio hanno feci con gap osmo-
tico superiore a 125 mOsm/kg per la presenza di carboidrati non assorbiti nel lume intestina-
le e un pH fecale < 6 da fermentazione batterica del lattosio nel colon; si deve peraltro ram-
mentare che questi risultati non sono tuttavia specifici per un malassorbimento di lattosio.

Approccio diagnostico

La diagnosi di intolleranza al lattosio dovrebbe essere presa in considerazione nei pazienti
con gonfiore, flatulenza, dolore addominale, e/o diarrea cronica. Una diagnosi presuntiva di
intolleranza al lattosio si puo fare in pazienti con sintomi lievi che si verificano con una si-
gnificativa ingestione di lattosio (ad esempio, > 2 porzioni di latticini / giorno o > 1 dose in
dose unica non associata ad un pasto) e risolvere dopo cinque a sette giorni di evitamento di
alimenti contenenti lattosio, con significativa recidiva al re challenge. '’ Si deve quindi ese-
guire un Breath Test del lattosio con idrogeno espirato per stabilire la diagnosi di intolleranza
in soggetti che dovrebbero tenere una dieta priva di latte e latticinio, specie se hanno bassa
probabilita di essere lattasi-privi su base etnica (per esempio, caucasica); i soggetti con sinto-
mi gravi o che persistono nonostante una dieta priva di lattosio dovrebbero sottoporsi a una
valutazione per escludere altre cause.

Breath Test al lattosio
E semplice da eseguire, non invasivo, € ha | Te mest /< Exgired
sensibilita e specificita superiori al fest dell’assor- | 104 sz ) Pz 91 pom

bimento's', rispettivamente del 78 e 98 per cento. 70 g T e r.
colled

Si esegue somministrando lattosio per os a digiuno b s

alla dose di 2 g/kg (dose massima 25 g). L’idroge- b oF i :5/
no nel respiro viene campionato ad intervalli di 30 \_' b, Ti
minuti dopo 1’ingestione di lattosio per un perio- g
do di tre ore, confrontando poi i valori post-latto- ot
sio e di base. Generalmente si considera normale
un valore idrogeno espirato di 10 ppm (parti per s

milione). Valori compresi tra 10 € 20 ppm posso- | s semd

no essere definiti non significativi a meno che non | °

siano accompagnati da sintomi, mentre valori su- 4 o i
periori a 20 ppm sono considerati diagnostici di

malassorbimento del lattosio. Nella maggior parte
dei pazienti, il picco si verifica tra 90 e 120 minuti,
quindi il fest pud essere ridotto se necessario, senza
raggiungere le tre ore di durata. Il fumo di sigaretta
o esercizio fisico sufficiente a produrre iperventi-
lazione possono influenzare 1’accuratezza del fest
e dovrebbero essere evitati per due ore prima del
test. Risultati falsi-positivi si osservano con un ina-
deguato digiuno prima della prova, mentre falsi ne-
gativi si osservano dopo uso recente di antibiotici,
in pazienti con malattia polmonare, o in circal’ 1%
di soggetti non produttori di idrogeno.

-
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Test di Tolleranza al Lattosio

La capacita di assorbimento del lattosio puo essere
misurata con un fest di assorbimento lattosio, ma il
test ¢ lungo, richiede tempo, ed ¢ stato ampiamen-
te sostituito con il Breath Test al lattosio. Dopo
somministrazione orale di una dose prova di 50 g
negli adulti (o 2 g/kg nei bambini), i livelli di glu-
cosio nel sangue sono misurati a 0, 60, e 120 mi-
nuti. Un aumento del glucosio nel sangue inferiore
a 20 mg/dL (1,1 mmol/L) pitu lo sviluppo dei sin-
tomi sono diagnostici. Falsi-negativi si osservano
in pazienti con diabete o eccesso di proliferazione
batterica intestinale, mentre un alterato svuota-
mento gastrico puo portare a risultati spuri, poiché
il glucosio nel sangue puo essere relativamente
piu elevato con un rapido svuotamento e ridotto
con ritardato svuotamento gastrico. Negli adulti,
il test di tolleranza al lattosio ha una sensibilita e
una specificita rispettivamente del 75 e del 96%.'

Glycemic Index

High i1 {glucose)

Low GI (heans)

HNugese, nmalll

@

Blood ¢
n

50 00 150
Minutes after intake

Altri Test

Altri test per malassorbimento del lattosio, se dispo-
nibili, hanno dei limiti e sono raramente eseguiti.
Biopsia dell’intestino tenue

- La biopsia digiunale consente di valutare Iattivita
dell’enzima lattasi, e pud essere utilizzata per di-
stinguere intolleranza al lattosio primaria da quella
secondaria tramite 1’istologia del piccolo intestino.
Mentre il dosaggio della attivita della lattasi ¢ consi-
derato il gold standard per la diagnosi di malassor-
bimento del lattosio, la biopsia del piccolo intestino
¢ di fatto effettuata raramente, a causa della neces-
sita di effettuare una endoscopia alta dell’intestino
e vista ormai la disponibilita di fest diagnostici non
invasivi. Inoltre, una bassa attivita lattasi indotta da
una lesione intestinale pud essere misconosciuta se
la lesione ¢ focale o a chiazze.

Test genetico per il malassorbimento primario
del lattosio

- Per la diagnosi sono stati sviluppati diversi me-
todi per rilevare il genotipo C/T-13910, tra cui
minisequencing, digestione enzimatica, Polyme-
rase Chain Reaction-rflp (PCR-RFLP) -genot-
yping e -pyrosequencing. 1l sequenziamento &
il metodo piu affidabile per rilevare tutte le va-
rianti conosciute finora in pazienti da popolazio-
ni multietniche. L’eta dovrebbe essere presa in
considerazione nelle interpretazioni dei risultati
nei bambini .I zest genetici hanno una sensibilita
e specificita per la non persistenza della lattasi
del 93 e 100 per cento, rispettivamente, il che ¢
paragonabile alla precisione dei fest di prova di
tolleranza e del Breath Test al lattosio. Tuttavia
i test genetici sono costosi € possono non essere
utili per pazienti di origine africana.”*

11 Quick Lactase Test BIOHIT (Helsinki, Fin-
land) ¢ basato su una biopsia per la diagnosi di
ipolactasia duodenale in endoscopia gastrointe-
stinale superiore (Kuokanen M. e Coll., 2006).
Il campione, incubato per 20 minuti in piastra
con lattosio, sviluppa in caso di idrolisi dello
zucchero (= presenza dell’enzima lattasi), un
colore giallo, mentre negli individui intolleranti
questo non si verifica.
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Esclusione di altre cause

Sovente ¢ necessario, per la comparsa di sintomi gastrointestinali dopo assunzione di lat-
te, escludere una causa secondaria. I bambini con intolleranza al lattosio dovrebbero essere
valutati per escludere una causa di secondarieta (overgrowth batterico, infezione enteritica,
giardiasi, danno della mucosa intestinale da celiachia, malattia infiammatoria cronica intesti-
nale, enterite da farmaci o radiazioni). Tuttavia, la scelta dei test diagnostici deve essere de-
ciso sulla base del quadro clinico complessivo del paziente.

Diagnosi differenziale - I sintomi di intolleranza al lattosio non sono specifici.'*'®* La dia-
gnosi differenziale della diarrea con altre cause che non la intolleranza al lattosio comprende
la diarrea osmotica e ’intolleranza ad altri componenti nel latte.

La diarrea osmotica puo essere causata da maldigestione di carboidrati semplici (ad esem-
pio, sorbitolo, mannitolo), I’ingestione di grandi quantita di zuccheri con limitata capacita di
assorbimento (ad esempio, fruttosio), e inibitori terapeutici dell’assorbimento dei carboidrati
(ad esempio, acarbose). Il sospetto diagnostico, posto sulla base di una dettagliata anamnesi
alimentare, viene confermato, o meno, dal BreathTest in grado di identificare specifiche for-
me di malassorbimento dei carboidrati (come il fruttosio o saccarosio), non standardizzati e
quindi non routinariamente eseguiti nella pratica clinica.

Farmaci contenenti magnesio e I’uso abituale di lassativi possono causare diarrea osmoti-
ca. La diagnosi pu0 essere stabilita dall”’ anamnesi. Nei pazienti con uso occulto di lassativi,
I’esame delle feci puo rivelare elevata quantita di magnesio fecale, pH elevato, e la presen-
za di lassativi.

L’allergia al latte vaccino (CMA) dovrebbe
inoltre essere sempre tenuta in considerazione nei
neonati e nei bambini con sintomi persistenti mal-
grado la dieta con restrizione lattosio. Non esiste
tuttavia un test diagnostico per CMA non IgE me-
diata; la gestione clinica implica 1’eliminazione
completa dalla dieta delle proteine del latte.

GESTIONE - Lobiettivo della gestione ¢ quel-
lo di eliminare i sintomi, pur mantenendo 1’assun-
zione di calcio e vitamina D. Nei pazienti affetti
da malassorbimento di lattosio secondaria, il trat-
tamento del disturbo primario puo portare al ripri-
stino della attivita della lattasi. Tuttavia, I’intolleranza al lattosio puo persistere per mesi dopo
I’inizio della guarigione e in ritardo rispetto il ritorno della normale morfologia intestinale.

Diete con restrizione di lattosio - | pazienti devono essere informati per limitare e, se pos-
sibile, non eliminare completamente il lattosio alimentare. Si suggerisce che le persone con
intolleranza al lattosio limitino 1’assunzione di lattosio a non piu di due tazze di latte (o il suo
equivalente al lattosio) al giorno in due dosi divise con i pasti. Ovviamente, la dose sommini-
strata puo essere anche minore. L’assunzione di alimenti contenenti lattosio ¢ generalmente
molto meno gravata da sintomi se tali alimenti sono assunti durante i pasti.

E opportuno consigliare ai pazienti che ingeriscono pitt di due tazze di latte al giorno (o
il suo equivalente) o prodotti lattiero-caseari, senza altri nutrienti, di utilizzare prodotti con
ridotto contenuto di lattosio o integratori lattasi.
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Di gran lunga la piu alta concentrazione di lattosio per
porzione ¢ presente nel latte e nel gelato, ma I’alto con-
tenuto in grassi e la conseguente riduzione della velocita
di svuotamento gastrico pud consentire un’assunzione di
gelato senza sintomi.

I formaggi contengono generalmente quantita molto mo-
deste di lattosio. Soggetti con malassorbimento di latto-
sio possono tollerare i latticini in quantita limitate 622
Poiché la quantita di lattosio nei farmaci € probabilmente
troppo bassa per produrre sintomi, i farmaci contenenti
lattosio non dovrebbero essere evitati. In uno studio ran-
domizzato, crossover, in doppio cieco che valuta la pro-
duzione di idrogeno espirato e sintomi intestinali in 77
soggetti intolleranti al lattosio dopo 1’ingestione di 400
mg di lattosio o placebo, né i livelli di idrogeno espira-
to né i sintomi erano diversi se i soggetti hanno ingerito
lattosio a basse dosi o placebo.*

Terapia enzimatica sostitutiva

I pazienti che ingeriscono pill di due tazze di latte (o il suo equivalente) al giorno di latto-
sio o prodotti lattiero-caseari senza altri nutrienti dovrebbero usare preparati enzimatici con-
tenenti lattasi. In commercio sono disponibili preparati enzimatici contenenti lattasi o lievito
contenente [-galattosidasi preparati sotto forma di spray che pud essere spruzzato sul cibo
o0 ingerito in compresse per os e da assumere quando si assumono alimenti contenenti latto-
sio. Preparazioni liquide di lattasi possono essere aggiunte al latte (14 gocce/litro), da tenere
in frigorifero durante la notte prima dell’uso. La conseguente idrolisi del lattosio produce un
gusto pit dolce del latte contenente lattosio.”

Sono disponibili in commercio anche prodotti caseari predigeriti. Si consiglia in genere
che le persone con intolleranza al lattosio inizino con due compresse, adattando in seguito la
dose di enzimi necessaria.

Preparati enzimatici con lattasi possono ridurre i sintomi ed i valori di idrogeno espirato
in molti soggetti intolleranti al lattosio. Tuttavia, questi prodotti non sono in grado di idroliz-
zare completamente tutto il lattosio alimentare ed i risultati che si ottengono nei singoli pa-
zienti sono variabili.*"-*

Una coltura di yogurt vivo, che contiene beta-galattosidasi endogena, ¢ una fonte alter-
nativa di calorie e calcio e puo essere ben tollerato da molti pazienti intolleranti al lattosio.
Tuttavia, yogurt che contengono latte o prodotti lattiero-caseari nuovamente aggiunti dopo la
fermentazione possono produrre sintomi.
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1 batteri vivi dello yogurt:

Lactobacillus bulgaricus

Assunzione di Calcio e vitamina D

L’assunzione di calcio dietetico deve essere presa in considerazione e i pazienti con ina-
deguata assunzione dovrebbero essere incoraggiati ad aumentare il loro consumo di alimenti
ricchi in calcio.

Se ciod non fosse possibile, si utilizzano di solito per la supplementazione il carbonato di
calcio, perché ¢ la forma piu economica disponibile. Nei neonati e nei bambini piccoli, il glu-
conato di calcio liquido ¢ facilmente tollerato e disponibile. L’assunzione di calcio giornaliera
raccomandata per gli adolescenti e giovani adulti & di 1200 mg/die.

Le raccomandazioni sull’assunzione di calcio negli adulti dipendono, in genere, nelle don-
ne dall’eta, dalla presenza o meno di menopausa e/o di osteoporosi; per la supplementazione
di calcio oltre i 500 mg/die si deve procedere con dosi frazionate *.

E consigliabile una consulenza dietetica e il controllo dei valori di vitamina D nei pazienti
che evitano 1’assunzione di prodotti lattiero caseari, specie in pazienti con malattia di Crohn
e malattia celiaca. L’assunzione di vitamina D pud essere aumentata, se necessario, da
integratori. Sono tuttavia necessari ulteriori studi per determinare se prebiotici o probiotici
contenenti lattasi possano essere d’aiuto nella digestione del lattosio nei pazienti intolleranti
al lattosio.
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2.LAMALATTIA CELIACA

La prevalenza della celiachia ne-
gli Stati Uniti in diversi studi ¢ di circa
I’1%, mentre la prevalenza nelle popo-
lazioni europee varia da un massimo del
2.4% in Finlandia ad un minimo di 0,3%
in Germania. E interessante notare che ci
sono dati che mostrano che negli ultimi
30 anni I’incidenza e la prevalenza della
celiachia sono aumentate negli Stati Uni-
ti, cosi come in Europa.

Patobiologia

Le proteine dietetiche che contengono
glutine e che derivano da frumento, se-
gale e orzo contengono sequenze protei-
che che suscitano una gamma diversifi-
cata di risposte immunologiche. L’avena
in genere non genera una risposta immu-
nologica, a meno che non vi sia una suf-
ficiente cross-contaminazione da fresa-
tura e movimentazione di granaglie
ricche di glutine, come il frumento.

zioni strette degli enterociti, le cellule che costi-
tuiscono la parete intestinale. Essa si lega a uno
specifico recettore dell’epitelio della superficie in-
testinale e innesca una cascata di reazioni biochi-
miche che creano un disassemblamento delle cel-
lule epiteliali, con un conseguente aumento della
permeabilita intestinale (www.centrodimedicina-
biologica.it).

La zonulina-1 ¢ una proteina che modula le giun- |

Prevalence of celiac disease

La Alpha-2 gliadina contiene una
sequenza di 33 aminoacidi resistenti
alla digestione dell’intestino umano
e degli enzimi pancreatici ed ¢ tipi-
camente un antigene della celiachia.
Affinché si manifesti una risposta
immunologica alle proteine del glu-

tine & necessario che si verifichi un certo numero di eventi: I’antigene dovra oltrepassare la
barriera protettiva dell’intestino tenue in modo da rappresentare alle cellule B e T del siste-
ma immunitario della mucosa grandi molecole complesse di istocompatibilita presenti sulla
cellule presentanti I’antigene APC (Antigen Presenting Cells, come le cellule dendritiche).
Le proteine del glutine sembrano in grado di attraversare le cellule e le tight junction
a causa di una difettosa regolazione delle proteine di giunzione come la zonulina-1, for-

nendo un bersaglio per la terapia.'
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Un certo numero di agenti possono determinare una breccia nella funzione di barriera
dell’intestino (cioe¢ infezioni, farmaci non steroidei, proliferazione batterica); in tal modo un
difetto di permeabilita puo diventare un antecedente fisiopatologico allo sviluppo di malattie
come gia proposto da Fasano. ?

Il successivo meccanismo di processazione degli antigeni indigeribili del glutine da parte
del sistema immunitario della mucosa porta all’infiammazione dell’intestino tenue, in cui le
citochine infiammatorie possono ulteriormente allentare le tight junction favorendo I’ulterio-
re ingresso di altri peptidi del glutine, cosi da perpetuare un circolo vizioso.

L’enzima tissutale trans-glutaminasi (TTG) rimuove il gruppo amminico della glutamina
dei peptidi del glutine, come 1’alfa 2- gliadina, lasciandola in uno stato di alta affinita e di le-
game per MHC HLA-DQ8 DQ2.5. Gli anticorpi nei i confronti di TTG e alfa 2 —gliadina di-
ventano di conseguenza un importante strumento di screening per la malattia celiaca.

L’ APC contenente il peptide alterato del glutine sulla sua superficie si aggancia quindi ai
recettori sulle cellule T e B suscitando una vigorosa risposta immune, compresa una risposta
proinfiammatoria (interferone gamma, interleuchina-17. L’Interleuchina-15 (IL-15), prodot-
ta dalla mucosa APCs attivata dal glutine e dalle cellule epiteliali danneggiate, induce 1’e-
spressione dei recettori delle cellule killer naturali e promuove la loro capacita citolitica, che
distrugge le cellule epiteliali e determinando 1’atrofia dei villi. La celiachia, come molte ma-
lattie autoimmuni, ¢ il risultato di una complessa interazione di fattori ambientali, genetici e
immunologici per produrre la malattia.

L’antigene umano del leucocita (HLA)-genotipo DQ, in particolare HLA-DQ2 e HLA-
DQS, ¢ il piu forte fattore di rischio genetico. Studi di associazione genome-wide (GWAS)
hanno identificato 57 varianti associate non-HLA, situati a 39 regioni con funzioni prevalen-
temente immunologiche. Insieme a d HLA, queste varianti rendono ragione di circa il 54%
di ereditabilita della malattia.
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Potenziale ruolo del microbiota nella patogenesi della celiachia

Un argomento convincente ¢ che 1’ambiente mi-
crobico dell’intestino nelle fasi iniziali della vita, in-
fluenzato dalla selezione di antibiotici, delle modalita
di espletamento del parto, dal tipo di alimentazione lat-
tea e dalle infezioni precoci del tratto gastrointestina-
le sia fondamentale nel determinare il futuro sviluppo
della malattia.

E interessante notare che il microbiota dei bambini
ad alto rischio di sviluppo della malattia celiaca mostra
Bacternides fragilis un ridotto numero di Bifidobatteri, un tipo di batteri
la cui crescita ¢ favorita dall’allattamento al seno.
L’allattamento artificiale di bambini ad alto rischio
genetico per malattia celiaca ha anche mostrato un aumento del numero di batteri del gruppo
Bacteroides fragilis.

La patogenesi della malattia celiaca sembra associarsi ad una simbiosi intestinale: vi sono
molti dati che mostrano una inclinazione alla patogenicita del microbiota intestinale. Dato il
ruolo potenziale della disbiosi intestinale nella patogenesi della malattia celiaca e la capacita
dei probiotici di regolare le precoci risposte infiammatorie e di regolare 1’autoimmunita, la
ricerca di base ¢ stata condotta su modelli animali per fornire le basi potenziali di futuri stu-
di clinici sull’uomo.

Alcuni Lattobacilli, quando aggiunti alla pasta acida per la fermentazione, sono in grado
di idrolizzare peptidi del glutine e di renderlo meno immunotossico.
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Un’integrazione con un probiotico batterico VSL3 ha dimostrato una certa capacita nel di-
minuire la tossicita della farina di frumento idrolizzando in maniera completa i derivati epi-
topi 62-75 della alpha-2-gliadina. Il lievito del Saccharomyces boulardii ha idrolizzato la fra-
zione 28-kDa della gliadina migliorando il quadro di enteropatia nel topo gluten sensitive.?

La somministrazione orale di probiotici con batteri Lactobacillus casei ha prodotto un re-
cupero completo dei villi atrofici e un miglioramento dell’omeostasi del tessuto linfoide in-
testinale GALT in un modello murino di enteropatia gliadina indotta.?

Quadro clinico e diagnosi
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La crescita della consapevolezza (http://www.foxnews.com/health/2012/10/23/
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tia e dei disturbi glutine-correlati ha
portato ad un’esplosione nel settore alimentare di cibi senza glutine.

Packaged Facts ha riferito che gli alimenti confezionati senza glutine hanno un mercato di
4.200 milioni di dollari, con una proiezione di 6.600 milioni di dollari nel 2017.

La dieta priva di glutine (GFD) & impegnativa e costosa e dovrebbe essere raccomandata
sulla base delle migliori evidenze disponibili, stabilendo in modo definitivo che I’intolleran-
za al glutine ¢ un elemento di criticita fondamentale per la salute.

Complessivamente, questi fatti dimostrano come le reazioni al glutine rappresentino un
insieme eterogeneo di condizioni, tra cui la celiachia, la sensibilita al glutine non celiachia,
I’allergia al grano, che tutt’assieme interessano circa il 10% della popolazione generale. Co-
me sottolineato da Tavakkoli e Lebwohl, la diagnosi di celiachia attualmente si raggiunge
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combinando i zest sierologici, i fest genetici e gli esami endoscopici. Lammers et al. hanno
proposto che la diagnosi di celiachia, considerata la grande variabilita di manifestazioni cli-
niche, possa essere confermata dalla presenza di quattro su cinque dei seguenti criteri: >%7*
1- presenza dei sintomi tipici che si osservano nella celiachia,
2- positivita dei marcatori sierologici (anticorpi anti trans-glutaminasi (TTG) e anticorpi
anti-gliadina),
4- biopsia dell’intestino tenue con evidenza di villi intestinali assenti o atrofici, o “smus-
sati” (Marsh II-IIT a-c)

Classificazione di Marsh

lesione ditipal o : lesione ditipo il o
infilirativa lesioneditipollo distruttiva
Iiparplastica

Trateo da: “LA MOBFOLOGLS DELLYNWTOLLERANZA AL GLUTINE™ Dr. Vincarneo Villsnaccl.
Istiubo Anatomes Paiclogeca, Unisersih degh Btudi di Breasca

5- aumento del numero di cellule CD3 + intraepiteliali,
6- screening genetico positivo per HLA-DQ2 o -DQ8,
7- miglioramento dei sintomi con una dieta priva di glutine.

L’enteropatia celiaca mostra uno spettro molto ampio di lesioni (da meno gravi a piu gravi), che
possono variare da un’infiltrazione moderata dell’epitelio con linfociti e villi a struttura inalte-
rata (figure a — b), fino a iperplasia delle cripte (figura ¢) e ad un progressivo stadio di atrofia
dei villi (figura d), sanguinamento (figura e) o, infine, totale atrofia dei villi (figura f). Husby, S.
& Murray, J. A. Diagnosing coeliac disease and the potential for serological markers, Nat. Rev.
Gastroenterol. Hepatol. (2014), doi:10.1038/nrgastro. 2014.162
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Le popolazioni in cui la celiachia si manifesta con maggiore frequenza rispetto alla popo-
lazione generale e per le quali una dieta priva di glutine pud essere utile dovrebbe includere
quei soggetti in cui si manifesta malassorbimento sintomatico, diarrea con perdita di peso,
diarrea cronica, anemia sideropenica cronica, malattia metabolica dell’osso, perdita di peso
involontario o inspiegabile, gonfiore post-prandiale e meteorismo, alterazione degli enzimi
epatici, dermatite erpetiforme occasionale, enteropatia (scoperta tramite endoscopia e istolo-
gia) di atrofia dei villi, neuropatia periferica, ulcere aftose orali, disturbi della crescita, deco-
lorazione dei denti o contemporanea perdita di smalto, sindrome del colon irritabile, sindro-
mi di Down e di Turner.

Gluten Sensitivity

La sensibilita al glutine non celiaca (NCGS) ¢ una reazione al glutine non mediata da una
allergia o da una risposta immunitaria mediata. I pazienti non celiaci sensibili al glutine di
solito si presentano con la stessa varieta di sintomi della celiachia.

Lammers e Fasano hanno stimato una prevalenza di
NCGS trail 3 e il 6%. Vi sono sei criteri di NCGS, tutti
necessari per la diagnosi:

* vanno escluse la celiachia, 1’allergia al frumento
IgE-mediata e altre malattie clinicamente sovrap-
poste (DM di tipo 1, malattie infiammatorie croni-
che intestinali, infezioni da Helicobacter pylori).

* Prick test negativo per il frumento

Prick test: alcune gocce di allergene purificato vengono
posizionate sulla superficie cutanea, solitamente dell’a-
vambraccio, € successivamente la cute viene scalfita con
una lancetta monouso al fine di lasciar penetrare 1’al-
lergene attraverso gli strati piu superficiali della cute.
Dopo un’attesa di circa 15-20 minuti si valuta la reazio-
ne cutanea ottenuta in corrispondenza di ogni allergene
precedentemente posizionato. La reazione a livello dei
singoli allergeni testati viene confrontata con un control-
lo positivo (solitamente costituito da istamina) e con un
controllo negativo (solitamente costituito da glicerina, il
liquido di diluizione degli allergeni).In caso di reazione
positiva ¢ possibile osservare una reazione caratterizzata
da pomfo (area circoscritta di edema cutaneo, in tutto e
per tutto simile ad una puntura di zanzara) intensamente
pruriginoso, contornato da un alone di eritema.
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* sierologia negativa con negativita degli anticorpi anti-endomisio e anti-transglutaminasi

(EMA-IgA e TTG-IgA)

* biopsia del tenue con mucosa normale (Palude 0) o aumento dei linfociti intra-epiteliali

(Marsh I)

* sintomatologia non provocata da lesione da glutine

* Miglioramento dei sintomi dopo pochi giorni dall’assunzione di una dieta priva di glu-

tine

La patogenesi della celiachia e di NCGS restano distinte sulla base della mancanza di ele-
menti sierologici, di alterazioni istologiche e della immunopatologia, cosi come sulla conser-
vazione della funzione di barriera intestinale presente nella Gluten Sensitivity e assente nella

Celiachia’’

Terapia e monitoraggio

Nella celiachia I’intervento nutriziona-
le primario ¢ la formulazione e I’attuazio-
ne di una dieta rigorosamente priva di
glutine, che attualmente rappresenta 1’u-
nico trattamento per la celiachia.

La GFD richiede I’eliminazione com-
pleta del glutine presente in grano, orzo e
segale. Tutti gli alimenti contenenti questi
cereali come ingredienti o come contami-
nazione devono essere eliminati dalla die-
ta. E essenziale la presenza di un medico
nutrizionista con esperienza in celiachia,

E v

che sappia valutare lo stato nutrizionale dei pazienti, in grado di educare circa i cibi da evitare
cosi come le alternative per migliorare e rispettare una dieta priva di glutine, considerato 1’alto
impatto di GFD sulla qualita della vita, la morbilita e la mortalita. Le carenze nutrizionali si
possono verificare in soggetti con celiachia a causa del malassorbimento di sostanze nutriti-
ve, perdita della capacita di assorbimento dell’intestino tenue, insufficienza pancreatica, man-
canza di fortificazione dei prodotti alimentari del glutine e da pratiche alimentari restrittive.

Dal momento che I’anemia € una manifestazione comune della celiachia, va tenuta in de-
bita considerazione la carenza di ferro nel contesto di una anemia microcitica, la carenza di

vitamina B |, e di folati in presenza di una
anemia macrocitica. Altre carenze, come
quelle delle vitamine liposolubili (A, D, E
e K) si possono verificare nella celiachia
a causa della diminuzione della superficie
assorbente intestinale, dell’insufficienza
pancreatica e delle malattie concomitanti.

Il monitoraggio delle vitamine liposo-
lubili dovrebbe essere fatto almeno una
volta all’anno, se si esclude la vitamina
D, che deve essere controllata stagional-
mente, dato il maggior rischio di osteopo-
rosi nella celiachia.

Analogamente, una volta all’anno, de-

La dieta deve essere varia:
aimmanza quobidiana df el gl alimenti in guantita
adeguate per evitare e carenza del principl nutetivi

{decine di grammi al giorma)

. Cipilt. | Prodid)

Vitamine Sali minerali
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ve essere eseguito anche lo screening di micronutrienti per zinco, rame, selenio, effettuando-
lo anche prima se se ne sospetti la carenza. Poiché, infine i pazienti in GFD tendono ad avere
scarsita di fibra alimentare, si raccomanda I’assunzione giornaliera di riferimento (DRI) di 25
gr di fibre nella dieta di ogni giorno.

Sono in corso studi con finalita terapeutiche sperimen-
tali che comprendono lo sviluppo di prodotti senza glu-
tine a bassa immunogenicita, enzimi per os per metabo-
lizzare il glutine ingerito, probiotici, peptidi che regolano
le proteine di tight-junction, enzimi che bloccano il rap-
porto tra I’enzima trans-glutaminasi e i tessuti, sostanze
bloccanti le citochine pro-infiammatorie, terapie con mo-
lecole anti-adesione, mitogeni intestino-trofici, e vacci-
nazioni contro i peptidi del glutine.

Poiché la celiachia ¢ una malattia cronica che richiede un
Jollow-up lungo tutta la vita, il monitoraggio si puo conside-
rare un aspetto critico del trattamento del paziente celiaco.

Herman et al. suggeriscono una prima visita di follow-
up a 3-6 mesi dalla diagnosi, poi ogni anno dalla data
della diagnosi, compresa 1’esecuzione della sierologia,
rimandando i controlli ogni due anni nel caso in cui la
dieta sia efficace.

Sfortunatamente, I’uso di anticorpi anti-TTG o corre- /H\g; @; :

lati (anti-EMA, anti-DPG) non dovrebbe essere 1’'unico =
strumento per il controllo della conformita di una dieta k
priva di glutine: infatti i pazienti con sierologia normaliz-

zata possono continuare ad avere un’infiammazione inte-
stinale in atto e una contaminazione da glutine nella loro &

dieta, con una sierologia falsamente normale nonostante — / \ \ S
la continua assunzione di glutine. | \L ¥ .

Il recupero dell’ integrita della mucosa generalmente
richiede negli adulti diversi anni di rigoroso evitamento del glutine ed ¢ spesso irregolare o
incompleta; analogamente si raccomanda 1’esecuzione di una biopsia della mucosa dopo il
primo anno di una dieta priva di glutine, cosi come quando i pazienti non migliorano il quadro
clinico e presentano sintomatologia ricorrente, nonostante una dieta priva di glutine. Al mo-
mento della diagnosi, & opportuno che venga ricercata la presenza di anemia, malnutrizione,
carenze di vitamine o minerali, alterazione della funzione epatica e/o tiroidea.

Si raccomanda inoltre lo screening per la densita minerale ossea e particolare attenzione a
soggetti con sintomi di allarme per malattia linfomatosa, come per esempio febbre, sintomato-
logia intestinale refrattari al trattamento, nonché la permanenza di titoli sierologici persistenti
nonostante la dieta priva di glutine al fine di valutare le eventuali complicanze.

L}

Disinformazione e falsi miti sulla celiachia

La disinformazione sulla celiachia comprende:

* che questa malattia sia rara;

* che solo i soggetti con disturbi dovrebbero essere diagnosticati della celiachia;
¢ che solo i caucasici sono suscettibili della celiachia;

* che le donne sono piu spesso colpite rispetto ai maschi;

* che non si puod essere ammalati di celiachia se si ¢ in sovrappeso;

* che la celiachia non ¢ una condizione grave;
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* che segni e sintomi della celiachia sono facili da
riconoscere e che quindi la celiachia & una ma-
lattia facile da diagnosticare;

* che una risposta positiva ad una dieta priva di
glutine ¢ gia una diagnosi di celiachia;

* che ¢ semplice ottenere delle informazioni su

o

el rabe per 100,000
HETSON-PRArS

una dieta priva di glutine. 190 s gﬂ' ) s son
. . .. . J T R 8 phird BT prds
Fra i falsi miti da dissipare vi & inoltre quello che VTt == D040y
semerace Bl gy | p——

i celiaci non debbano utilizzare prodotti cosmetici di
bellezza contenenti glutine e che il consumo dell’ave-
na inneschi la malattia celiaca; inoltre, per la pulizia
degli utensili di cucina e delle stoviglie si dice che sa-
rebbero necessari prodotti per la pulizia senza glutine
e che anche gli animali domestici dovrebbero mangiare cibi senza glutine.

Joe West et al., Incidence and Prevalence of Ce-
liac Disease in the UK, Am J Gastroenterol 2014,
109:757-768

Nutrizione nella celiachia

La dieta senza glutine & attualmente 1’unico trattamento per la malattia celiaca, una malattia
autoimmune su base genetica con infiammazione cronica della mucosa dell’intestino tenue.
Gli individui con celiachia hanno una reazione immunologica alle proteine di grano, segale e
orzo. I pazienti con celiachia devono essere strettamente monitorati dal dietista per valutare
la salubrita della dieta priva di glutine, nonché per discutere motivazione, qualita della vita,
il miglioramento dei sintomi e le barriere alla conformita.

La valutazione nutrizionale ¢ il primo passo nel processo di cura e di nutrizione. Durante la
valutazione, i dati pertinenti sono raccolti e confrontati con i valori normali. Una diagnosi di
nutrizione ¢ determinata e un piano di assistenza nutrizionale ¢ sviluppato e prescritto. L’inter-
vento nutrizionale dovrebbe includere obiettivi quantificabili, realizzabili, definiti nel tempo e
negoziati con il paziente in modo da migliorare il comportamento alimentare e ridurre i fattori
di rischio, continuando I’intervento ad ogni visita del paziente. Una valutazione completa nu-
trizionale comprende una anamnesi dell’intake dietetico, il rilievo delle misure antropometri-
che, dei dati biochimici, e la prescrizione di esami medici. Per la cura ottimale del paziente ¢
consigliabile avere come riferimento un medico nutrizionista o gastroenterologo, soprattutto
per la valutazione della sintomatologia gastrointestinale collegata all’assunzione di glutine
che potrebbe invece essere correlata o a un’intolleranza alimentare o ad un’altra problema-
tica medica da diagnosticare, tra cui, per esempio, la carenza di vitamine ed oligoelementi.

Assessment dell’Intake calorico e dietetico

L’ analisi e la valutazione dell’assunzione dietetica nella celiachia deve essere approfondi-
ta: tutti i cibi e le bevande consumati nei giorni feriali di mano dovrebbero essere esaminati,
analizzando marchi, nome dei prodotti, la frequenza del cibo consumato lontano da casa (ri-
storanti, eventi sociali, case di altre persone, viaggi).

E utile che I’anamnesi dietetica riveda assieme al paziente il diario alimentare. Sono inoltre
da prendere in considerazione le restrizioni dietetiche, giustificate da intolleranze alimentari,
allergie alimentari, osservanze religiose e le restrizioni autoimposte. I pazienti vanno
interrogati circa la loro capacita di adeguarsi rigorosamente ad una dieta priva di glutine e
circa la frequenza di ingestione di glutine (volutamente o involontariamente). E importante
valutare le conoscenze dei pazienti e la loro comprensione delle caratteristiche della dieta, la
loro capacita di lettura delle etichette, la loro capacita di ordinare cibi nei ristoranti, e quali
possibilita di contaminazione crociata ci possano essere nelle cucine utilizzate in comune.
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Edouard Manet, Déjeuner sur ’herbe. Pierre Auguste Renoir, Le déjeuner des canotiers.

Assessment antropometrico e Dati Anamnestici

Per effettuare un Assessment antropometrico ¢ necessario valutare eta, altezza, peso, indi-
ce di massa corporea, parametri di crescita nei bambini, la storia del peso corporeo, I’attivita
fisica, il consumo disordinato, e/o diete (attuali o del passato).

Prove dell’aria espirata (proliferazione batterica, intolleranza al fruttosio, intolleranza al
lattosio), lo studio dello svuotamento gastrico, interventi chirurgici pregressi, trattamenti me-
dici e colonscopia. E necessario ripercorrere la storia medica del paziente (per esempio, cir-
ca la patologia gastrointestinale, immunitaria, neurologica e psicologica) e altre condizioni
di salute, come malattie autoimmuni, storia familiare di celiachia, allergie, entita della massa
magra ed entita della massa grassa. Raccolta di informazioni su appetito, attuali sintomatolo-
gie gastrointestinali, sintomatologia precedente la diagnosi di malattia celiaca

La malattia celiaca ¢ una malattia sistemica che dura tutta la vita, un trattamento impe-
gnativo, che richiede visite di follow-
up regolari con personale esperto della
materia; i pazienti devono essere mo-
nitorati nella rigorosa osservanza del-
la dieta, nel loro benessere e relativa- )
mente alla comparsa di problematiche |+ "o g
mediche. Il soggetto affetto da malattia
celiaca non trattato con una dieta pri-
va di glutine pud andare incontro a gra-
vi conseguenze: 1’assunzione di glutine

Celiac Disease Affects Multiple Systems

puo causare sintomi gastrointestinali, [
malassorbimento e carenze di micro- b
nutrienti, atrofia dei villi e lo sviluppo L i vt

di complicanze neurologiche, proble-
mi di fertilita, ridotta qualita della vita,
linfoma intestinale e la riduzione della
densita minerale ossea.
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La Dieta priva di Glutine

The Gluten-free Diet Plate
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Attualmente ’unico trattamento per la celiachia ¢ una dieta strettamente priva di glutine
per tutta la vita. Una dieta senza glutine ¢ definita come una dieta priva anche di minime quan-
tita di proteine di frumento, orzo, segale e varieta incrociate di questi grani, come il triticale.
Negli Stati Uniti gli alimenti senza glutine etichettati devono contenere meno di 20 ppm di
glutine contenuti negli ingredienti o derivanti da cross-contaminazione-contatto con glutine.
Al posto di alimenti contenenti glutine come i cereali (pane, pasta, cereali per la colazione)
devono essere assunti alimenti contenenti mais, riso, miglio, teff, sorgo, riso selvatico, ama-
ranto, grano saraceno, quinod.

Un numero sempre crescente di alimenti eti-
chettati come cereali senza glutine ¢ disponibi-
le in negozi di cibi tradizionali o naturali. Nella
normativa statunitense, un cibo non puo esse-
re etichettato come senza glutine in uno dei se-
guenti casi:

* il cibo contiene come ingrediente un cere-

ale vietato quale: frumento, orzo, segale,

BUSINESS OF |
GLUTEN

Laies in e glutan-Tree
skl vooi maLimsled
-

$10.5 billion
o 1L up AR Traem 2T

1in 133 Americans
for aBOUL 1%, & 18a pitalion]
Yad Gwhar i

triticale (incrocio tra grano e segale); Py 18 milllan
« il cibo contiene un ingrediente derivato da ity e ey I OEERD
un cereale vietato e non € stato trattato per i i

la rimozione del glutine. Esempi sono la
farina di grano, le proteine del grano idro-
lizzate, il germe di grano, malto, orzo e
aromi di malto;

* il cibo contiene un ingrediente derivato da un cereale proibito, ma la procedura seguita
per rimuovere il glutine ha lasciato una concentrazione di 20 ppm o pit. Esempi di que-
sti tipi di ingredienti sono amido di grano e amido alimentare di grano modificato.

¢ Il cibo contiene 20 ppm o piu di glutine.

B M e S e ot
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Qualita nutrizionale della dieta gluten-free

La qualita nutrizionale della dieta
senza glutine dipende dalle scelte ali-
mentari dei consumatori. Secondo Aca-
demy of Nutrition and Dietetics Evi-
dence Analysis Library “I’adesione al
modello dietetico senza glutine pud
causare una dieta ricca di grassi e po-
vera di carboidrati e fibre, cosi come a
basso contenuto di ferro, acido folico,
niacina, vitamina B, calcio, fosforo e
zinco”

Vi sono anche prove che le diete glu-
ten-free possono contenere insufficien-
ti quantita di Tiamina. * Come risulta-
to basato sull’evidenza, le linee guida per la malattia celiaca dell’ Accademia raccomandano
il consumo di cereali e prodotti senza glutine interi ed arricchiti. * L’aggiunta di integratori
multivitaminici e minerali specifici per eta e sesso ¢ consigliato se “la dieta corrente dimostra
carenze nutrizionali che non possono essere alleviate grazie a migliori abitudini alimentari”.
% Ci sono diverse ragioni possibili per questo profilo in macro- e micro-nutrienti della dieta
priva di glutine. Gli individui con celiachia non possono consumare la quantita consigliata
di alimenti con frumento. Uno studio condotto da Thompson et al. hanno rilevato che solo il
21% degli adulti di sesso femminile negli Stati Uniti ha consumato il numero minimo racco-
mandato di porzioni di cibo con frumento. *

COLRZIONE

Una revisione retrospettiva di storie di dieta dei pazienti con CD in un centro di celiachia
statunitense condotto da Lee et al. ha rilevato che il 38% dei pasti e spuntini consumati dai
partecipanti allo studio non conteneva un componente di grano o di amido."

Una riduzione complessiva di cereali con glutine nella dieta puo portare ad alimentazione
a basso contenuto di carboidrati e fibre e a consumi proporzionalmente piu elevati di grassi,”
il che puo tradursi anche in diete a basso contenuto di ferro, acido folico, niacina e zinco."
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Gestione del paziente con celiachia

Come regola generale, sono sei gli elementi chiave per la gestione dei pazienti con malattia
celiaca (National Institutes of Health Consensus Development Conference Statement. Celiac
Disease, 2004, http://consensus.nih.gov/).

* consultazione dietetica qualificata

 formazione sulla malattia

e aderenza permanente ad una dieta priva di glutine

* identificazione e il trattamento delle carenze nutrizionali

* accesso a un gruppo di aiuto

* Lungo periodo di follow-up effettuato da un feam multidisciplinare

Counseling dietetico

La pietra angolare del trattamento della malattia celiaca ¢ 1’eliminazione del glutine dal-
la dieta: il trattamento del paziente con malattia celiaca inizia con la consulenza dietetica.

Indicazioni - Una dieta priva di glutine ¢ raccomandata nei pazienti con malattia celiaca
(malattia classica, celiachia atipica, e celiachia asintomatica o silente). I pazienti con malattia
celiaca dovrebbero essere indirizzati ad una consulenza dietologica qualificata.

Attualmente ai pazienti con malattia celiaca latente (anticorpi IgA endomisio-positivo, ma
normale biopsia dell’intestino tenue) non si raccomanda una dieta priva di glutine, ma devono
essere continuamente monitorati ed eventualmente biopsiati nel momento in cui cominciano
a sviluppare una sintomatologia gastrointestinale.>*

I componenti della dieta priva di glutine

Le principali fonti di glutine nella dieta sono grano, segale e orzo. Il consumo di una dieta
priva di glutine richiede un grande cambiamento di vita dal momento che il glutine ¢ conte-
nuto in una elevata varieta di alimenti che sono comunemente consumati in una dieta occi-
dentale: ne consegue che, per migliorare la compliance del paziente ¢ utile fornire informa-
zioni scritte e consulenza dietetica.
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Come regola generale, a tutti i pazienti si pos- [
sono somministrare i seguenti consigli dietetici:
¢ Si devono evitare alimenti contenenti fru-
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mento, segale e orzo.
Sono invece sicure le farine di soia o tapioca,
riso, mais, grano saraceno e patate.

E importante leggere con attenzione le eti-
chette sui cibi pronti e sui condimenti, con
particolare attenzione agli additivi, come sta-
bilizzanti o emulsionanti che possono conte-
nere glutine.

Le bevande distillate alcooliche e gli aceti,
cosi come il vino, sono senza glutine, ma le
birre, birre al malto, birre lager, e alcuni tipi di aceto dovrebbero essere evitati perché
sono spesso a base di cereali contenenti glutine e non vengono distillati. Tuttavia, in Eu-
ropa sono ora in commercio birre senza glutine che possono essere trovate anche in nu-
merose parti del mondo.

I prodotti lattiero-caseari
inizialmente possono esse- YES! NO!
re non ben tollerati, poiché
molti pazienti con malattia
celiaca possono avere an-
che intolleranza secondaria
al lattosio. Di conseguenza,
inizialmente i prodotti con-
tenenti lattosio dovrebbero
essere evitati specie nei pa-
zienti i cui sintomi sembra-
no peggiorare con la loro as-
sunzione.

L’avena dovrebbe essere
introdotta con cautela nella
dieta, monitorando con at-
tenzione i pazienti se com- ;
paiono reazioni avverse*, li- -
mitandone il consumo a 50
a 60 g/giorno solo nei pa-
zienti con malattia lieve al
primo riscontro della ma-
lattia o nel momento in cui
la malattia ¢ in remissione
dopo una rigorosa dieta pri-
va di glutine. Tali pazienti
devono essere seguiti con i

attenzione in considerazio-
ne dell’evidenza di recidiva - 1
s Ro |

Crackers

Pasta

P

clinica e sierologica dopo la
reintroduzione dell’avena. I
pazienti invece con malat-
tia grave dovrebbero evita-

-%
e Cous-cous

Fruits



re I’avena del tutto. Anche se I’avena contiene glutine, la tossicita dell’avena nella
malattia celiaca ¢ stata posta in dubbio, poiché alcuni studi suggeriscono che la farina
di avena pura puo essere tollerata senza recidiva di malattia, ma in altri studi questa
possibilita viene invece negata. %%

Ci sono alcune ragioni per cui I’avena puo essere meglio tollerata:
* In primo luogo, anche se I’avena con- e

L

tiene una omologia di sequenza (a,
WPF) con peptidi della gliadina, che
hanno dimostrato di essere attivati la
malattia, questa omologia potrebbe
non attivare le cellule T che richiede
epitopi piu grandi *-%,

* In secondo luogo, I’avena contiene
una proporzione relativamente piccola
di questa parte prolaminica tossica ri-
spetto ad altri cereali contenenti gluti-
ne. Questa ipotesi € supportata da studi
di challenge con avena in pazienti con
malattia celiaca, che suggeriscono che la tolleranza dell’avena dipende, almeno in parte,
dalla quantita totale consumata. '°
Il consumo quotidiano di avena di meno di 40 a 60 g/die per i pazienti la cui malattia celia-
ca ¢ in remissione sembra essere ben tollerato, mentre una maggiore assunzione giornalie-
ra si associa a recidiva di malattia”. Tuttavia, questi studi che utilizzano grandi quantita di
avena sono stati realizzati prima dell’avvento della biopsia dell’intestino tenue.

* Infine, ci puo essere variabilita nella immunogenicita di diverse cultivar di avena che
possono spiegare la diversita dei risultati quando si tratta di tollerabilita dell’avena in
pazienti con malattia celiaca. *

Nonostante queste osservazioni, la sicu- o
rezza a lungo termine del consumo di ave- : ’
na in pazienti con malattia celiaca & incerta
e la maggior parte degli studi che ne han-
no esaminato la sicurezza hanno incluso pa-
zienti con malattia relativamente lieve o in
cui la malattia era in remissione dopo rein-
troduzione dell’avena nella dieta. Vi & poi
da considerare che alcuni pazienti possono
essere particolarmente sensibili al contenu-
to prolaminico aut amminico dell’avena. ®

Attualmente, quindi, un approccio ragionevole ¢ quello di limitare il consumo di avena
a 50 a 60 g/giorno in soggetti con malattia lieve all’esordio o la cui malattia ¢ in remissione
dopo una rigorosa dieta priva di glutine. Questi ultimi pazienti devono essere seguiti con at-
tenzione per I’evidenza clinica o sierologica della recidiva di malattia dopo la reintroduzione
dell’avena. I pazienti con malattia grave dovrebbero probabilmente evitare 1’avena del tut-
to, soprattutto perché i prodotti di avena in commercio sono spesso contaminati da piccole
quantita di altri cereali. *

E necessario evitare rigorosamente il glutine? Poiché 1’eliminazione del glutine pone
diverse restrizioni di stile di vita, il rispetto di una dieta rigorosamente priva di glutine risulta
limitato.” Questo perché, in parte, la capacita di tollerare il glutine nella dieta ¢ molto varia-
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bile tra i pazienti. Mentre alcuni sono estremamente sensibili anche a piccole quantita di glu-
tine, altri invece possono tollerare la reintroduzione di piccole quantita nella loro dieta gia
dopo aver raggiunto la remissione.

Nonostante questa risposta variabile, diversi argomenti favoriscono e incoraggiano la rigo-
rosa aderenza ad una dieta priva di glutine nella maggior parte dei pazienti con malattia ce-
liaca indipendentemente dai sintomi clinici:

* infatti, nonostante la sensazione sog-

gettiva e clinica di benessere, i pazien-
ti possono avere una varieta di carenze
di micronutrienti che possono, in ultima
analisi, determinare conseguenze clini-
che, come la perdita di massa ossea per
la mancanza di vitamina D. Queste ca-
renze possono essere parzialmente re-
vertite con una dieta priva di glutine. *

Retcttone Giliscoic

inading -

5 : Diabete tipo 1 Reecomes Clucoukr
* Numerosi report hanno suggerito un P lnading  Sinelins @ 8 g
o s

aumento della mortalita generale e il ol
rischio di malignita (malattia linfopro-
liferativa e tumori gastrointestinali) nei
pazienti con malattia celiaca rispetto al-
la popolazione generale *»*. Anche se,
in uno studio, I’aumento del rischio di

hlnfoma n(_)n-Hodgk}n persisteva per - Diabete tipo 1l juuins :;::rlt:: . 'n:..r:.u..
cinque anni dopo la diagnosi, nonostan- 4 b

te ’aderenza ad una dieta priva di glu- 4 : :

tine *, molti altri studi hanno suggerito

che il rischio si riduce nei pazienti che f

osservano una dieta senza glutine. *-*
* Almeno due studi hanno rilevato la
possibilita che i pazienti con la malattia
celiaca possano sviluppare altre malat-
tie autoimmuni associate (per esempio,
il diabete di tipo 1 mellito, malattie del N
tessuto connettivo, tiroidite di Hashi-
moto, il morbo di Graves), che sembra- —~—
no correlarsi alla durata di esposizione
al glutine, anche se i dati riportati sono
discordanti. "% LAY —r
¢ Madri con malattia celiaca non diagno-
sticata sembrano essere ad aumentato
rischio di neonati a basso peso alla na-
scita e di nascite pretermine, se con-
frontate con madri in cui la malattia sia
stata diagnosticata (e presumibilmente
trattata). ¥4

== Thyrid gland

Tracce di glutine possono essere contenu-
te in prodotti etichettati come privi di gluti- Trachea =
ne, ma la piccola quantita di glutine conte- {windpip=)
nuta in questi prodotti non necessariamente
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causa il fallimento del trattamento. Uno studio che ha valutato 1’assunzione occulta di glutine
(da contaminazione di grano) in 76 pazienti con dieta priva di glutine ha stimato che la con-
taminazione di glutine fino a 100 parti per milione (fino ad un totale di 30 mg al giorno) non
ha provocato lesioni istologiche. *' E interessante notare che 13 dei 59 prodotti naturalmente
privi di glutine e che 11 dei 24 prodotti senza glutine contenevano glutine in quantita com-
presa tra 20 e 200 mg /kg.

I farmaci (pillole) generalmente contengono glutine in quantita estremamente minima e
non devono essere evitati. Informazioni sui farmaci senza glutine sono disponibili online.

(http://www.alessandromarugo.com/images/tumoretiroideo5 .jpg)

Monitoraggio della risposta ad una dieta senza glutine

La rapidita della risposta ad una dieta priva di gluti-
ne ¢ variabile. Circa il 70 per cento dei pazienti ha un FOLLOW UP
miglioramento clinico evidente entro due settimane. =
-3 Come regola generale, i sintomi migliorano piu
velocemente del quadro istologico, soprattutto quan-
do le biopsie sono ottenute dall’intestino prossimale.

Il motivo non & completamente comprensibile;
tuttavia, una possibile spiegazione €& che I’intestino
distale, essendo meno danneggiato, recupera piul ve-
locemente dell’intestino prossimale, che, tipicamen-
te, € pil gravemente colpito per la maggiore esposi-
zione al glutine. #

Si suggerisce di rivalutare i pazienti da quattro a
sei settimane dopo 1’avvio di una dieta priva di glu-
tine, con I’esecuzione di un esame emocromocito-
metrico completo, acido folico, vitamina B,, ferri-
tina, fest di funzionalita epatica e esami sierologici.
E importante notare che le donne spesso avvertono
tensione mammaria per tre mesi dopo I’inizio di una dieta priva di glutine e che per que-
sto dovrebbero essere rassicurate.

I pazienti con malattia celiaca dovrebbero continuare ad essere monitorati ad intervalli re-
golari in caso di comparsa di sintomi residuali o nuovi, valutati per I’aderenza alla dieta sen-
za glutine, per la raccolta anamnestica e per 1’esecuzione di fest sierologici, nonché per le
complicanze della malattia celiaca. Un periodico follow-up medico deve essere regolarmente
eseguito da un medico specialista nella malattia celiaca. **

Per monitorare la risposta alla dieta senza glutine si deve utilizzare il zest sierologico
dell’anticorpo IgA contro la trans-glutaminasi tissutale (tTG) o IgA (o IgG) anti-gliadina
(DGP).

Per qualsiasi metodo che verra utilizzato, un livello di anticorpi pretrattamento dovra es-
sere determinato al momento della diagnosi. L’esclusione del glutine dalla dieta determinera
un graduale declino nel siero degli anticorpi anti-gliadina e anti- trans-glutaminasi (emivita di
sei-otto settimane). Un valore di base normale in genere viene raggiunto in un periodo com-
preso dai 3 ai 12 mesi a seconda delle concentrazioni pre-trattamento. Normali livelli di IgA
tTG non indicano in modo affidabile il recupero da atrofia dei villi. ¥ Viceversa, se i livelli
non cadono come anticipato, significa che il paziente continua a ingerire intenzionalmente o
involontariamente glutine. *

Anche se le indicazioni di cui sopra possono essere utili dal punto di vista generale, tutta-
via I’accuratezza di questi fest nel determinare la conformita della dieta priva di glutine non
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¢ completamente affidabile ****% 11 valore di questi fest nel monitoraggio dell’aderenza ad
una dieta priva di glutine ¢ notevolmente ridotto ai seguenti tre aspetti:
¢ Il test ¢ inutile se i livelli di anticorpi non sono elevati prima della terapia.
 La variazione interseriale nei risultati dei fest puo essere sostanziale e renderne diffici-
le I’interpretazione.
* Livelli persistentemente elevati di anticorpi riflettono di solito una continua esposizione
a notevoli quantita di glutine nella dieta. Tuttavia, poiché i livelli di anticorpi decadono
quando I’assunzione di glutine nella dieta si riduce, non si possono considerare un indi-
catore sensibile delle trasgressioni alimentari occasionali o minori. *
I'livelli serici di anticorpi IgG e IgA anti-endomisio anti-gliadina si riducono anche quando
i pazienti non celiaci aderiscono rigorosamente ad una dieta priva di glutine (51, 52 . Tutta-
via, il calo di anti-gliadina IgG ¢ piu graduale rispetto a IgA anti-gliadina. **** Il che rende la
prima meno utile nel monitoraggio dell’adesione alla dieta per il periodo piu recente; i livelli
di anticorpi IgA anti-endomisio sono pill costosi ed i risultati sono piu difficili da quantifica-
re rispetto a IgA anti-gliadina o IgA tTG.

Biopsia del piccolo intestino

Si ¢ a lungo discusso della necessita di una biopsia di follow-up in pazienti con migliora-
mento clinico, specie perché il test sierologico puo essere adoperato come un utile strumento
per monitorare il recupero funzionale e la conformita con la dieta. Un’endoscopia con biopsia
dell’intestino tenue digiunale distale dovrebbe essere eseguita nei pazienti con malattia celia-
ca dopo avere stabilito che non rispondono ad una dieta priva di glutine o con ricomparsa dei
sintomi nonostante una dieta priva di glutine.*
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Sprue refrattaria — Quadro istologico del piccolo intestino - Aumento dell’infiltrato nella la-
mina propria con criptite e ascessi, rarefazione e distorsione ghiandolare.

(da http://www.slideshare net)

Pazienti non-responder

I non-responder sono soggetti che continuano a manifestare sintomatologia persistente o
hanno alterazioni sierologiche e/o anomalie istologiche dopo due anni di vita priva di gluti-
ne. La maggior parte infatti dei pazienti con malattia celiaca ¢ responsiva ad una dieta priva
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di glutine, ma circa il 5 per cento non lo ¢.

Nei pazienti responder-incompleti o non-responder, ¢ importante considerare che non tut-
te le caratteristiche cliniche della malattia celiaca rispondono alla stessa velocita. Inoltre, la
perdita di massa ossea dovuta all’iperparatiroidismo secondario e la neuropatia periferica mi-
gliora solo parzialmente nonostante una dieta priva di glutine. >

I pazienti che non rispondono ad una dieta priva di glutine rientrano in cinque categorie
principali:

* pazienti con scarsa compliance o accidentale ingestione di glutine

* pazienti con caratteristiche cliniche o istologiche che si sovrappongono alla celiachia,

ma sono causate da altri disturbi

* pazienti con disturbi concomitanti

* pazienti con sprue refrattaria

* pazienti con jejunitis ulcerosa o linfoma intestinale.

Scarsa compliance o accidentale ingestione di glutine

I motivi pitt comuni per la mancanza di risposta sono la scarsa conformita della dieta priva
di glutine o I’ingestione accidentale di glutine. **-*"->*2 Nei pazienti che continuano ad avere
sintomi o anomalie istologiche persistenti, o in quelli nei quali i titoli anticorpali non sono di-
minuiti, ¢ necessario procedere ad un’anamnesi dietetica meticolosa e accurata e ad una pre-
scrizione dietetica da parte di personale esperto e addestrato nella malattia celiaca.

Altre diagnosi

Una diagnosi errata di sprue celiaca pud derivare da falsa sierologia positiva, riguardan-
te gli anticorpi IgA specificamente antigliadina. Malattie associate del piccolo intestino con
atrofia dei villi dovrebbero essere escluse in pazienti con sintomi persistenti che non mostra-
no un miglioramento istologico. **
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Disturbi concomitanti

Altre diagnosi per concomitanti malattie si dovrebbero tenere in considerazione in pazienti
che, nonostante 1’apparente rispetto della dieta priva di glutine, continuano ad avere sintomi
o non hanno un miglioramento istologico. *** In una casistica di 78 pazienti con malattia ce-
liaca trattati con dieta priva di glutine per almeno 12 mesi, si ¢ osservata diarrea persistente
in 13 pazienti (17%) a causa di altre diagnosi concomitanti ¥ e cioe:

* intolleranza al lattosio concomitante o secondaria: ¢ una possibile causa di continua diar-

rea e flatulenza.

* i pazienti con malattia celiaca possono avere disturbi intestinali concomitanti come la

sindrome del colon irritabile, che colpisce gran parte della popolazione generale.
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* proliferazione batterica dell’intestino tenue, che pud rispondere agli antibiotici; si svi-
luppa in una piccola percentuale di pazienti con malattia celiaca. ©-%
* Alcuni pazienti hanno coesistente insufficienza pancreatica. ©
* colite microscopica, che si rileva nel 4 % dei pazienti con la malattia celiaca e che rap-
presenta un aumento di 70 volte del rischio ®. Questi pazienti hanno una pil grave atro-
fia dei villi e necessitano frequentemente di glucocorticoidi o di farmaci immunosop-
pressori per trattare la diarrea.
» sprue refrattaria - I pazienti con sprue refrattaria (noti anche come “sprue non classifica-
ti”) si dividono in due categorie cliniche: *©
— pazienti che non hanno risposta iniziale ad una dieta priva di glutine
— pazienti che riportano un miglioramento clinico iniziale su una dieta priva di glutine,
ma che dopo un periodo di remissione iniziano a sviluppare una malattia refrattaria
all’astinenza dal glutine.

Atrofia villosa

Cripte nomall
Tipo 1 Tipo 2 TlpO 3 Tipo 3 Tipo 3 Tipo 4
Infiltrativa Iperplastica Distruttiva Distruttiva Distruttiva Ipoplastica

(lieve) (marcata) (atrofia completa)

La sprue refrattaria si suddivide in due categorie immunologiche: - ¢

— tipo 1, con normale popolazione di linfociti intraepiteliali.

— tipo 2, con popolazione linfocitaria, alterazioni aberranti o maligne dei linfociti intrae-
piteliali, basate su analisi delle clonalita dei recettori delle cellule T e immunofenotipiz-
zazione. Il Tipo 2 puo progredire a linfoma a cellule T enteropatia-correlato, che si puo
presentare clinicamente come jejunitis ulcerativa ©. La diagnosi puo essere stabilita sulla
base di biopsia, TAC, risonanza magnetica; le scansioni PET permettono di identificare
le aree sospette. %
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Ulcerative jejunitis in a child with celiac disease, Terry Sigman et a., BMC Gastroentero-
logyBMC series ¢, open, inclusive and trusted 2014, 14:29.DOI: 10.1186/1471-230X-14-29
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La differenziazione tra i tipi 1 e 2 di sprue refrattaria ¢ importante sia per la gestione che
per la prognosi. * I pazienti con malattia di tipo 1 hanno un quadro clinico meno grave e una
prognosi molto migliore rispetto ai pazienti con malattia di tipo 2. "' Inoltre, il tipo 1 non
sembra evolvere in Tipo 2.

Uno studio illustrativo su 41 pazienti con malattia di tipo 1 e su 50 pazienti con malattia
di tipo 2 ha dimostrato sopravvivenza a cinque anni maggiore nel gruppo di tipo 1 (96 con-
tro 58 %).™

La maggior parte delle morti erano dovute allo sviluppo di linfoma a cellule T (che ha svi-
luppato in una meta dei pazienti du-
rante il follow-up). Nessun paziente
con malattia di tipo 1 ha sviluppato
la malattia di tipo 2 durante una me-
dia di cinque anni di follow-up. Un
sistema di stadiazione (in base all’e-
ta, emoglobina, albumina, la presenza
di cloni di cellule T, e atrofia dei villi
totale) ¢ stata proposta e attende ulte-
riore convalida. ™

La sprue refrattaria (in particola-
re di tipo 2) puo essere grave e puo
associarsi a progressivo malassor-
bimento e a morte, mentre un sotto-
gruppo di pazienti manifesta deposi-
zione di collagene subepiteliale, una
condizione denominata “collagenous (da www.researchgate.net)
sprue” .

La causa della sprue refrattaria & sconosciuta. E possibile che alcuni pazienti con questa con-
dizione sviluppino sensibilita ad un costituente dietetico diverso dal glutine . Tuttavia, nella
maggior parte dei pazienti, 1’identificazione degli antigeni responsabili ¢ difficile e poco grati-
ficante. I pazienti con sprue refrattaria devono essere strettamente monitorati e ricevere un sup-
porto nutrizionale aggressivo, tra cui, se necessaria, la nutrizione parenterale. Il trattamento si ¢
concentrato sulla immunosoppressione, tradizionalmente basata sulla terapia steroidea.
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Capitolo 5
LA MODA DEL “LACTOSE AND GLUTEN FREE”: GUSTO O SALUTE?

LUIGIA FAVALLI

Chi ha paura dell’intolleranza cattiva? Tutti probabilmente. Con cio si spiega il grande in-
teresse che di recente si & concentrato, da una parte sulla diagnosi pitt o meno validata dei ca-
si di intolleranza alimentare, e dall’altra sul commercio di una miriade di prodotti a marchio
“gluten-free” oppure “lactose-free”.

Oggi le etichette corredate da diciture
come “privi di glutine” e “senza lattosio”
compaiono costantemente sui banconi dei
negozi e nelle pubblicita televisive. Il de-
siderio di scegliere tali prodotti si sta ri-
velando una vera e propria moda: per cui
il grande pubblico, probabilmente senza
approfondite conoscenze in merito, vie-
ne indotto a pensare che siano solo questi
alimenti dietetici ad essere i migliori per
una sana nutrizione.

A cio si aggiunge il fatto che in genere
1 cibi modificati attraverso una qualsiasi
tecnologia, anche se questa elimina un fattore nutritivo dall’alimento naturale, finiscono per
costare significativamente di pit dell’originale. Se ne erano gia accorti molti anni fa alcuni
addetti delle associazioni in difesa dei consumatori, che si chiedevano perché un prodotto
“light”, cio¢ meno nutriente di quello tradizionale e magari diluito con acqua, dovesse risul-
tare piu caro.

La prima questione da sollevare sul tema delle intolleranze ¢ che il glutine, particolare so-
stanza proteica che caratterizza la maggior parte dei cereali, e il lattosio, zucchero disaccari-
de presente nel latte e latticini, sono principi nutritivi del tutto naturali. Ogni individuo non
affetto da specifiche intolleranze non solo li digerisce benissimo, ma puo trarre da questi un
certo gusto e un regolare contributo energetico e nutrizionale per I’organismo.

I nostri nonni, specie se soggetti a qualche fase di carestia alimentare,
avevano gia capito bene 1I’importanza dell’essere onnivoro, non per nulla
LA SAGGEZZA - avevano coniato il proverbio “quel che non strozza ingrassa...”. Diversa &

=1 NOST . . . . .
ﬁﬁﬁﬁ{i ovviamente la situazione della persona intollerante. In questo caso gluti-

ENEIC S ARSI A A

ne e lattosio non vengono assimilati come si deve e si scatenano i disturbi,
per lo piu di tipo gastrointestinale, che caratterizzano la relativa patologia.
Alcune forme delle malattie connesse ad allergie ed intolleranze sono tal-
mente evidenti che non c’e rischio di confusione nel fare la diagnosi.

Altre forme sono invece piu subdole, per cui molte persone che presen-
tano il classico “colon irritabile” possono effettivamente trarre giovamento
dall’esclusione dei cibi a rischio per celiachia o deficit di lattasi.

Una ipotesi molto interessante chiama in causa per queste sindromi la lenta induzione di
uno stato infiammatorio cronico, che si manifesterebbe pian piano con una specie di “autoin-
tossicazione cronica” creata da lievi stati di intolleranza subclinica prolungata. Su questa ba-
se razionale viene indicata come sana abitudine quella di eliminare fin da subito gli alimenti
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a rischio, anche se al momento questi non creano alcun disturbo e si digeriscono benissimo.

In questo senso il lattosio merita perd una considerazione diversa da quella relativa al glu-
tine. La celiachia, intolleranza al glutine, nasce da un meccanismo complesso che comprende
fenomeni immunitari. L’intolleranza al lattosio ¢ dovuta invece alla “semplice” carenza
dell’enzima lattasi, per cui se questa molecola funzionale non ¢ sufficiente per metabolizzare
il disaccaride nei suoi due componenti, glucosio e galattosio, si finisce per “intasare” la mu-
cosa dell’intestino con “tossine indigerite” che provocheranno i classici disturbi.

Non si deve dimenticare tuttavia che

la lattasi & quello che si definisce “enzi- o
. . . 99 RN . . e b F -
ma inducibile”. Cio significa che le quan- ‘W INDUCER |
tita dalla sostanza possono aumentare se
il contenuto di lattosio nei cibi € elevato, e

mentre esse finiscono per ridursi e anche
scomparire se la dieta ¢ priva di lattosio.
Si sa bene che gli organismi viventi, uo-
mo compreso, giocano spesso “al rispar-
mio”: se un organo o una funzione non
vengono impiegati abbastanza a lungo si SUBSTRATE
atrofizzano miseramente.

La filosofia alimentare (proposta per
lo piu dai vegani, che afferma come tutte
le specie di mammiferi assumano il lat-
te solo nelle prime fasi della vita e non
debbano quindi cibarsi di latticini in eta
adulta) ¢ quella che piu radicalmente ten-
de a far sopprimere I’attivita lattasica nel
tempo.

Draltra parte sono abbastanza numero-
se le persone che dopo I’infanzia abban-
donano il bricco del latte per la colazione,
dando la preferenza ad una buona tazza di
the (mai assaggiato il “the all’inglese”
con il suo buon contributo di latte?). Mo-
rale della favola: non possiamo pill mangiare latticini perché soffriamo di intolleranza al lat-
tosio oppure cadiamo nell’intolleranza al lattosio perché nella vita non abbiamo piu assunto
sufficienti quantita di latte e latticini?

Non si deve dimenticare tuttavia che ci sono casi di seria intolleranza al lattosio: per cui
I’enzima lattasi ¢ completamente assente fin dall’eta giovanile. Sono questi i pazienti in cui
una dieta “lactose-free” diventa indispensabile alla salute.

Di fronte al dubbio se sia veramente il
caso di rivolgersi ai prodotti dietetici o
meno vale comunque la pena di effettuare
analisi idonee a valutare I’effettivo stato
di intolleranza, tanto per il glutine che per
il lattosio. Attenzione pero: alcuni fest
propagandati sono piuttosto “fantasiosi”
riguardo a vere e proprie basi scientifi-
che, e altri possono risentire di fattori di
confondimento che produco “falsi positi-
vi”. E quindi necessario affidarsi a spe-
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cialisti del settore che possano valutare i diversi aspetti della situazione individuale al fine di
una diagnosi precisa.

- - Senza trascurare I’importanza del gusto! Anche qui il vec-
eIt gy chio adagio insegna: “non vale la pena di vivere da malati per
e morire sani...”. L’Organizzazione Mondiale della Sanita con-
- tinua a sostenere che una alimentazione sana e equilibrata di-
pende dalla scelta di una ampia varieta di alimenti. E quindi
consigliabile scegliere diversi cibi in alternativa per la propria

i :al"-’;. mensa.
meeh Dando la preferenza, come dice il famoso gastronomo fran-
- AR cese Anthelme Brillat-Savarin (1755-1826), ai cibi che sono

gustosi e gradevoli al palato. Questo fa parte della qualita del-
la vita. E qui ritornano in auge i prodotti “lactose- and gluten-
free”. Se vi € una vera necessita clinica di esclusione di alcu-
ni cibi a causa di una diagnosticata intolleranza ben vengano le soluzioni “prive di glutine”
o0 “senza lattosio”.

Ricordando perd che ci sono diversi alimenti naturali, come i cereali che non contengono
questi protidi (riso e mais in testa) e alcu-
ne granaglie di “non cereali” (grano sara-
ceno, quinoa) che possono rallegrare il
piatto dei celiaci con golose ricette ad
hoc facilmente reperibili sul Web (vedi
in APPENDICE qualche esempio).

Per gli intolleranti al lattosio, esclu-
sa la possibilita di eventuale riattivazio-
ne dell’enzima lattasi con una “dieta di
reintroduzione”, valgono i comuni latti-
cini delattosati (contenenti solo i mono-
saccaridi glucosio e galattosio), se non i
derivati della soia e del riso, forse poco gustosi al naturale, ma facilmente utilizzabili per be-
vande e manicaretti godibili per il palato. Attenzione pero! I cibi lactose- e gluten- free non
sono prodotti dimagranti...
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Capitolo 6
STUDIO DELLE REAZIONI AVVERSE AL GLUTINE
ED EVOLUZIONE DEI METODI DI ANALISI LABORATORISTICI

SIMONETTA SIGNORINI

Presentazione

La malattia celiaca, I’intolleranza, I’allergia e la sensibilita al glutine sono le modalita
di manifestazione di reazioni avverse al glutine.

L’identificazione e la diagnosi di queste forme che interessano 1’organismo di alcuni
soggetti esposti al glutine ha subito grandi innovazioni fino ad oggi, consentendo, con
I’ausilio dell’esperienza clinica del Medico di base e dello Specialista (e la collaborazione
delle aziende produttrici di kit diagnostici), di offrire zest di laboratorio utili ed efficaci per
I’inquadramento ed il supporto della diagnosi nonché il monitoraggio.

In questo capitolo saranno descritti brevemente la composizione del grano e del chicco
o seme di grano, la storia e 1’evoluzione dei fest diagnostici in uso in laboratorio che ha
consentito di migliorare 1’appropriatezza degli esami, 1’inquadramento e la definizione
delle diverse tipologie di forme di reazioni avverse al glutine, I’efficacia dei risultati e
possibilita di individuare un maggior numero di soggetti con queste problematiche e/o
predisposti allo sviluppo di manifestazioni di intolleranza al glutine.

IL GLUTINE

I grani o chicchi sono i semi delle piante di
cereali e rappresentano la riserva ultima dell’e-
nergia che deriva dalla loro fotosintesi; questa
energia la conservano in forma di amido e pro-
teine di riserva.

Le proteine di riserva servono principalmen-
te come sorgente di aminoacidi per la sintesi
delle proteine, previa proteolisi o idrolisi pro-
teolitica (Loponen, 2006).

La proteolisi avviene mediante enzimi spe-
cifici detti proteasi, la maggior parte dei quali
si formano durante la germinazione del chicco;
tuttavia alcune proteasi sono gia presenti nel chicco quiescente.

La germinazione ¢ I’insieme dei meccanismi che porteranno
alla nascita della giovane piantina, durante i quali il chicco pren-  Endesouergh
de I’acqua, mobilizza le molecole di riserva, attiva gli enzimi e
si sottopone a diversi processi biochimici.

Le proteine del glutine, le glutenine e le gliadine, rappresenta-
no la maggiore riserva di proteine del chicco del frumento e co- i)
stituiscono circa il 75-80% delle proteine totali. Le gliadine rap- ~ Germe 4
presentano le proteine alcool-solubili, mentre le glutenine sono
le proteine solubili in acidi diluiti.

—n Crusca
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Le glutenine sono proteine altamente poli-
merizzate che consistono in diverse sub-unita
di singole glutenine, legate insieme da legami

disulfuro. Questa polimerizzazione porta alla

formazione di molecole giganti, suddivise in alacine SHEne
due gruppi: glutenine ad alto peso molecolare

(HMW) e glutenine a basso peso molecolare *ﬂ' .:**.
(LMW). Le gliadine sono monomeriche, sono ohe
formate da legami disulfuro solo intramoleco- .’0 e

lari ed in funzione della loro composizione O L e e D

aminoacidica sono classificate in a-, y- e
w-gliadine. In particolare, a- e y- gliadine con-
tengono residui di cisteina, mentre le w-gliadine
non contengono residui di cisteina.
Come per il frumento, la maggior riserva delle molecole proteiche per la segale e I’orzo
include sia proteine monomeriche che polimeriche, ma a differenza del frumento le pro-
lamine della segale sono le secaline e quelle dell’orzo sono le ordeine.

In generale, le gliadine, le glutenine, le secaline e le ordeine sono definite gene-
ralmente “prolamine”; questo termine si riferisce a proteine ricche degli aminoacidi

Prolina (Pro) e Glutamina (Gln) alcool-solubili, tipicamente presenti nei cereali; in-

cludono anche le glutenine solubili in acidi diluiti, le ordeine e secaline, in

quanto diventano proteine alcool-solubili dopo la loro trasformazione in
monomeri.

Le prolamine sono ulteriormente suddivise in tre sottogruppi sulla
base del peso molecolare e tenore di zolfo: prolamine ad alto peso
molecolare, prolamine ricche di zolfo, prolamine povere di zolfo.

A causa di questa classificazione multipla, la terminologia della
“scienza” dei cereali & spesso confusa.
Per esempio, riguardo la malattia celiaca per “glutine” si intendono
tutte le prolamine contenute nel frumento, segale e orzo, mentre nell’ambito alimentare della
“cottura a forno” il termine “glutine” si riferisce alla componente viscoelastica nella struttu-
ra dell’impasto del frumento.

Le proteine del glutine, le glutenine polimeriche e le gliadine monomeriche rappresenta-
no le proteine di riserva del chicco del frumento e la loro solubilita aumenta con I’aumentare
delle condizioni di acidita. Durante lo stadio della germinazione e della maturazione del fru-
mento, le proteine del glutine sono “impacchettate” in modo compatto nel chicco, per servi-
re come sorgente di azoto nel momento in cui il chicco prende acqua e germina. Nella loro
forma compatta (con legami disulfuro intra- ed inter-molecolari), le proteine del glutine non
sono disponibili per la mobilizzazione; quindi ¢ necessaria una iniziale disgregazione della
struttura proteica compatta per essere utilizzate. Il sistema di riduzione dei legami disulfuro
delle proteine (sistema tioredossina) pud disgregare questa struttura compatta proteica.

Inoltre il sistema tioredossina pud favorire la mobilizzazione delle proteine attivando alcu-
ni enzimi idrolitici ed eventualmente inattivando alcuni inibitori di proteasi. L’effettiva idroli-
si proteica enzimatica, detta proteolisi, viene condotta dalle proteasi specifiche del chicco del
frumento. II chicco del grano quiescente contiene infatti le aspartico-proteinasi e la carbos-
si-peptidasi II (entrambe attivate in condizioni di ambiente acido) che iniziano la proteolisi
nell’endosperma. Man mano che la germinazione procede, appare un “arsenale” di proteasi,
delle quali le piu importanti sono quelle della categoria “cisteina-proteinasi”.
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ANATOMIA DEL CHICCO DI GRANO E PROPRIETA NUTRITIVE

TEGUMENTI ESTERNI o crusca
fibre insolubili

Vitamine del gruppo B

Minerali

Proteine

Sostante fitoattive

—— ENDOSPERMA o mandorla amilifera
carboidrati

proteine

fibre solubili

La cariosside (il frutto del grano) ¢ costituita da tre parti:

e tegumenti o involucri (8% circa)

* endosperma amilaceo o mandorla farinosa (87-89%
circa)

e germe di grano o embrione (2-4% in peso)

—— GERME o embrione
Grassi "buoni"
Vitamine del gruppo B
Minerali e vitamina E
Proteine

Sostanze fitoattive

Ogni parte ha i suoi specifici nutrienti con relative pro-
prieta. Il germe di grano, fermo restando che fa bene a tut-
ti, € soprattutto indicato per la crescita dei bambini, per la
dieta degli anziani, per gli sportivi.

Contiene le vitamine del gruppo B, vitamine del gruppo E, minerali (fosforo, magnesio),
grassi, aminoacidi, acidi grassi insaturi, sostanze fitoattive e presenta un buon profilo proteico.

I benefici del germe di grano derivano dalla sua composizione.

Contiene le preziose vitamine del gruppo B (B, B3, Bs e By), lecitina, provitamina A,D e
soprattutto una elevata percentuale di vitamina E, che svolge un importantissima azione an-
tiossidante in grado di contrastare il livello dei radicali liberi, implicati nei processi di invec-
chiamento e nelle patologie ad essi correlate.

Un adeguato apporto di vitamina E concorre in modo naturale a ritardare tali processi e a
ridurre i danni degenerativi dovuti all’inquinamento atmosferico. La vitamina E, inoltre, for-
nisce un sostegno importante alle nostre difese immunitarie, rafforzandole.

Un altro componente importante ¢ la presenza di octacosanolo, che contribuisce a miglio-
rare la resistenza alla fatica fisica negli atleti e 1’efficienza mentale in chi studia e in chi usa
molto la mente ed il ragionamento.

L’ octacosanolo ha anche importanti effetti sulla fertilita e sulla potenza sessuale dell’'uomo e
in generale sul vigore di molte funzioni vitali: ad esempio, puo rilasciare i muscoli contratti dalla
tensione nervosa, aumentare 1’efficienza degli organi di senso, I’acutezza visiva e la prontezza di
riflessi; la forza e la resistenza alla fatica; pud ‘rischiarare’ la mente, offuscata dal superlavoro.

Il germe di grano contiene anche i seguenti oligoelementi: calcio, potassio, silicio, fosforo,
zolfo, zinco, rame, ferro, magnesio, manganese, selenio e molibdeno.

Questa ricchezza in oligoelementi, coniugata con le vitamine e 1’octacosanolo, rende que-
sto alimento efficace e completo.

In particolare & da sottolineare anche 1’attivita riequilibrante del metabolismo lipidico che
contribuisce a ridurre significativamente i valori di colesterolo nel sangue.

MANIFESTAZIONI SINTOMATOLOGICHE CAUSATE DAL GLUTINE:
INQUADRAMENTO E DEFINIZIONE DELLE PATOLOGIE FUNZIONALI

L’enzima coinvolto nella trasformazione del glutine ¢ la transglutaminasi
tissutale. Le transglutaminasi sono una famiglia di enzimi calcio-dipendenti,
localizzate sia nei tessuti che nei fluidi corporei. Le funzioni di questi enzimi
e il coinvolgimento nei meccanismi biochimici cellulari sono molteplici: ade-
sione cellulare, apoptosi, riparazione dei tessuti, emostasi, neogenesi di tessu-
ti epiteliali.

In funzione della loro localizzazione sono suddivise in quattro tipi: transglutaminasi seri-
ca (fattore XIII della cascata enzimatica della coagulazione), transglutaminasi cheratinocitica
(TGKk), transglutaminasi epidermica (Tge) e transglutaminasi tissutale (tTG).

La transglutaminasi tissutale tTG ¢ un enzima intracellulare localizzato a livello del cito-
plasma delle cellule endoteliali della muscolatura liscia di vene e arterie mesangiali, midol-
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lari e dei fibroblasti. Questo enzima ha la funzione di catalizzare la formazione di legami iso-
peptidici tra residui di glutammina e lisina di varie proteine. Inoltre & implicato in numerosi
processi biologici, tra cui il differenziamento cellulare, I’apoptosi e il metabolismo del gluti-
ne. A livello intestinale, quando non vi sono ammine accettrici disponibili, la transglutamina-
si catalizza la trasformazione della glutammina in acido glutammico, carico negativamente,
attraverso la reazione di deamidazione . I peptidi di gliadina neo-formati a seguito della mo-
dificazione dalla reazione di deamidazione acquisiscono cariche elettronegative, diventando
cosi peptidi che legano piu avidamente le molecole di HLA-DQ2 e DQS sulle cellule presen-
tanti 1’antigene (APC).

Si formano complessi di peptidi-HLA-DQ che possono at-
tivare le cellule T nella mucosa dell’ intestino tenue. Inoltre
sembra che I’elevata affinita transglutaminasi-gliadina (e I’in-
terazione tra queste due molecole), generi neo-epitopi con pro-
prieta antigeniche, che determinano il riconoscimento da parte
del sistema immunitario e I’inizio della risposta autoimmune,
in quanto 1’attivazione linfocitaria comporta non solo la pro-
duzione di anticorpi anti-gliadina, ma anche di auto-anticorpi
anti-tTG tissutale.

COS’E IL SISTEMA HLA? HLA

Il nostro sistema immunitario, affinché venga attivato, deve “in-
contrare” gli antigeni attraverso un “tramite” che ha il compito di
“presentare” gli antigeni/peptidi. Il Complesso Maggiore d’Istocom-
patibilita — Major Histocompatibility Complex (MHC) - & un locus
genico che porta I’informazione per la sintesi di una serie di glico-
proteine di membrana cellulare, che hanno il ruolo di “presentare”
ai linfociti T un pool di peptidi antigenici sconosciuti per innescare
I’attivazione di una specifica risposta immune, sia cellulare che
umorale.

Il nome MHC deriva dal fatto che la sua scoperta ¢ avvenuta studiando il rigetto dei tra-
pianti nel topo, fenomeno che dipende dalla compatibilita tra sistemi immunitari di donatore
e ricevente. Nell’uomo le proteine dell’MHC prendono il nome di HLA o Human Leucocyte
Antigens, perché studiate inizialmente nei leucociti. Le proteine dell’MHC o HLA apparten-
gono a due classi distinte: quelle di classe prima (HLA I) sono di tipo HLA-A, HLA-B, HLA-
C e sono espresse da praticamente tutte le cellule dell’organismo; quelle di classe seconda
(HLATI) sono di tipo HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR e sono prodotte da cellule specializza-
te come macrofagi, cellule dendritiche e linfociti B. Il locus genico del’MHC ¢ una regione
di circa 32 Kb del braccio corto del cromosoma 6. In essa troviamo, oltre ai geni degli HLA
summenzionati, numerosi altri geni correlati al siste-
ma immunitario. La celiachia ¢ strettamente correlata
al sistema HLA classe II.

Dunque abbiamo gia visto i tre elementi fondamen-
tali di cui ¢ caratterizzata la Celiachia:

* fattore esterno: ingestione di glutine

* predisposizione genetica

* risposta immunitaria

Linfocita T
-
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QUALI ALTRI FATTORI?

Manca tuttavia il quarto fattore fondamentale che definisce la Celiachia: I’infiltrazione
linfocitaria nella mucosa intestinale e la distruzione del villo intestinale fino al completo ap-
piattimento della mucosa.

La diagnosi definitiva della malattia celiaca si basa sull’esame esofago-gastro-duodenosco-
pia (EGDS), un esame invasivo che permette di analizzare direttamente il duodeno o digiuno
ed eseguire un prelievo bioptico per visualizzare la struttura del villo intestinale e la presenza
di eventuali linfociti intra-epiteliali (IEL).

Nel 1992 Marsh introdusse una classificazione in 4 stadi:

* stadio 0 = mucosa normale

* stadio 1 = aumento del numero dei linfociti intra-epiteliali, in genere in un numero su-

periore al 20% degli enterociti

* stadio 2 = proliferazione delle cripte di Lieberkiihn

* stadio 3 = parziale o totale atrofia dei villi

* stadio 4 = ipoplasia dell’architettura dell’intestino tenue

Questa classificazione ¢ stata poi modificata e rivista da
Oberhuber et al. (1992), introducendo una suddivisione del tipo
3 in 3a, 3b, 3c, per cui la classificazione diventa: e

* Lesione di tipo I o infiltrativa: villi nei limiti morfologici, VALUTAZIONE

. . . MORFOLOGICA
rapporto villo/cripta nella norma (3/1), incremento del nu- @
mero dei linfociti intraepiteliali IEL

* Lesione di tipo II o iperplastica: villi morfologicamente co-

me nel tipo I, incremento del numero dei linfociti intraepite-
liali IEL, iperplasia degli elementi ghiandolari.

¢ Lesione di tipo III o distruttiva: atrofia dei villi di grado va-

riabile, associata a iperplasia delle cripte; gli enterociti di
superficie sono di altezza ridotta, con brush-border irrego-
lare e talora vacuoli citoplasmatici; incremento numero IEL
come per tipo I e II. Ulteriormente suddiviso in tipo 3a, 3b,
3c in funzione del grado di atrofia del villo e aumento pro-
gressivo di linfociti intraepiteliali.

Successivamente, Corazza & Villanacci (2005) e Villanacci et al. (2011) hanno introdotto
un’ulteriore semplificazione di questa classificazione:

Tipo Grado e definizione Effetto
le?2 A (non atrofica) incremento patologico del numero di IEL
3a-3b B1 (atrofica) il rapporto villo/cripta ¢ < 3/1, ma i villi

sono ancora individuabili

3¢ B2 (atrofica) i villi non sono pil individuabili
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Infiltrative Hyperplastic Destructive
(Type 1) (Type 2) (Type 3]
Close relatives of celiac patients Caliac patients exposed ta Untreated celiac disease
maderate amounts of gluten
Treated celiac patients exposed to  Dermatitis herpetiformis without  Treatzd celiac patients exposed to
minirmal amounts of guten clinical enteropathy large amounts of gluten
Dermatitls herpetiformis without Derrmatitis herpetiformis with
clinical enteropathy dlinical enterapathy
Troplcal enteropathy Troplcale sprue
http://www.medicel.unina.it/
Classificadone di Classificazione di
Marsh-Oberhuber Comnpa-Villanacc
Tipo 1
b Girado A
Tipo 2
Tipo 3a
b Grasclo B
Tipo 30
Tipo 3¢ » Grado B2

http://www.celiachia.it/



Nei soggetti celiaci che hanno la predisposizione genetica alla celiachia (HLA DQ2 -DQ8)
i peptidi di gliadina carichi negativamente (formati a seguito della disgregazione del glutine
ingerito da parte dell’enzima Transglutaminasi) vengono riconosciuti dal sistema HLA come
“agenti esterni”. Tale riconoscimento determina 1’ attivazione di meccanismi molecolari e cel-
lulari dell’immunita, sia innata che adattativa. Il processo infiammatorio che si produce per
I’aumentata produzione di citochine infiammatorie IL-15 ed IFNy determina I’alterazione
della mucosa intestinale tipica della malattia celiaca: atrofia del villo intestinale, iperplasia
delle cripte ed infiltrazione linfocitaria.

“" l.,'l-%

Solitamente la malattia celiaca puo presentarsi nelle seguenti forme:

ks

e Tipica o classica, caratterizzata da inappetenza, diarrea, dolori ad- [ _?’&
dominali, vomito, anoressia, rachitismo, addome globoso associa- “""'; L
to ad atrofia degli arti, alterazione dell’umore e del carattere. M

 Atipica, con sintomatologia prevalentemente extra-intestinale. Le
manifestazioni cliniche sono secondarie al malassorbimento: ane-
mia da carenza di ferro che non risponde alla terapia orale, ra-
chitismo, osteopenia/osteoporosi, displasia dello smalto dentario, Ry
ritardo puberale, anoressia, ipertransaminasemia, dermatite erpe-
tiforme, dolori addominali ricorrenti. _J-l}’

* Silente, con nessun sintomo gastrointestinale; ¢ caratterizzata da
alterazione della mucosa intestinale tipica della celiachia in as-
senza di sintomatologia e marcatori sierologici positivi. E stata
individuata nei soggetti appartenenti a gruppi a rischio, in parti-
colare parenti di pazienti affetti da malattia celiaca ed in soggetti
affetti da altre malattie autoimmuni (tiroidite, diabete autoimmu-
ne tipo I, etc.). Le manifestazioni sintomatologiche predominanti
sono quelle extra-gastrointestinali, in particolare nei bambini di
statura bassa: anemia, sintomi neurologici; negli adulti dermatite
erpetiforme, anemia, infertilita, densita ossea ridotta, sindrome da
intestino irritabile, dispepsia, reflusso gastro-esofageo, malattie
autoimmuni, sintomi neurologici.

* Latente o potenziale, con nessun sintomo gastrointestinale, ¢
caratterizzata da marcatori sierologici positivi, ma la mucosa in-
testinale si presenta normale. In questi soggetti (da monitorare nel
tempo), solitamente la presenza di un evento acuto determina la
manifestazione della malattia celiaca con lesione a livello della
mucosa intestinale che regredira solo a seguito di una dieta priva
di glutine.

In tutte queste forme (esclusa la latente), la morfologia della mucosa intestinale & alterata.
Oltre a queste forme ¢ da aggiungere la Dermatite Erpetiforme, caratterizzata esclusivamente
da manifestazioni cutanee.
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A. Mucosa del piccolo intestino che mostra enterociti anomali nell epitelio superfi-
ciale e infiammazione nella lamina propria, comprendente numerosi neutrofili e
ascessi alle cripte.

B. Densa infiltrazione di eosinofili nella lamina propria della mucosa del piccolo intestino.

C-D. Sottile strato di collagene associato con atrofia dei villi nella mucosa del pic-
colo intestino (Brown J.S. et al., 2012).

METODI DI ANALISI LABORATORISTICI

L’ingresso del laboratorio nella diagnostica della Celiachia si ¢ fatto atten-
dere fino agli anni 80 con la comparsa finalmente dei primi esami laboratori-
stici di screening non invasivi. el

Le prime “diagnosi” si basavano esclusivamente sull’osservazione di sinto-
matologia di “diarrea ribelle”, dal greco Koiliakos. Per rappresentare questa ma-
lattia intestinale, nel I° secolo d.C. Aulo Cornelio Celso, medico romano, nel
suo trattato De Re Medica introdusse il termine “Koiliakos”. S

Successivamente, nel II° secolo d.C., Aristeo di Cappado- ’
cia descrisse bambini ed adulti affetti da celiachia (De causis et
signis acutorum morborum).

Nel testo greco originale, il capitolo relativo alle “Diatesi
celiache” descriveva le steatorree e, per la prima volta, anche
osservazioni di altre sintomatologie associate, quali perdita di peso, pallore
etc., sia negli adulti che nei bambini.




Verso la meta del XVIII secolo (1760), Jean Astruc (medico di Montpel-
lier, Francia) aggiunse un’altra caratteristica nella definizione della diarrea
dell’infanzia in una pubblicazione dal titolo “On the diarrhoeas of infants”,
cio¢ la presenza di “chilo” nelle feci.

Cento anni dopo, nel 1880, Samuel Gee (un pediatra
britannico) descriveva la malattia celiaca in bambini fra 1 e
5 anni, soffermandosi in particolare (nel testo dal titolo “The Coeliac Affec-
tion”) sulle caratteristiche delle feci “’pallide, non liquide, ma non formate”.

Fino a quel momento, tuttavia, non si conoscevano in modo completo le
cause di questa malattia, ma si sconsigliava 1’uso di farinacei.

Nel 1908 C.A. Herter (un medico statunitense) riscopriva la malattia in
America e da allora in Europa viene usato il termine di malattia di Gee-Her-
ter, con la definizione di “Infantilismo intestinale”, caratterizzato dalla compromissione della

crescita.

Intorno al 1924 S.V. Haas (medico di New York) propose la dieta della banana nel tratta-
mento di bambini affetti da anoressia e diarrea.

Durante gli anni della 2* Guerra Mondiale (1939-1945), W.M. =
Dicke (un pediatra tedesco) scopri un tassello fondamentale della
malattia celiaca: osservando i bambini sfamati in quell’inverno ¢ q,
con patate, bulbi di tulipano e non con derivati del frumento, in- __‘__‘:‘"
dividuo il glutine come responsabile della celiachia e tale argo- i~
mento fu oggetto della sua tesi di Laurea in Medicina.

Nel 1954 il Dr. J. W. Paulley (un medico inglese) descrisse
I’alterazione della mucosa intestinale per la presenza di atrofia dei villi con ipertrofia delle
cripte.

Negli anni 1965-66 W. Macdonald suggeri un’ereditarieta autosomica dominante con pe-
netranza incompleta. Venne richiamata 1’attenzione sull’associazione dermatite erpetiforme
e malattia celiaca (J. Marks e Coll., 1966).

Negli anni 1969-75, in caso di sospetto per malattia celiaca, la diagnosi avveniva tramite
esame istologico di tre biopsie intestinali:

* adieta libera per evidenziare la presenza di atrofia dei villi

* adieta priva di glutine per verificare la remissione

* dopo riesposizione al glutine in caso di risultato equivoco con reintroduzione del glutine

nella dieta e verifica di presenza di atrofia dei villi

Queste biopsie avevano lo scopo di confermare la glutine-dipendenza delle lesioni intesti-
nali e della sintomatologia clinica.

Il laboratorio comincia a fare il suo ingesso a supporto della diagnostica mediante 1’ osser-
vazioni di alterazioni ematologiche e biochimiche associate alla celiachia:

¢ Linfocitopenia, MCV (aumentato o ridotto), RDW (di solito aumentato).

¢ Diminuzione di Ferro, Ferritina, Calcio, Fosforo, IgA, Acido Folico, Vitamina B,, Al-

bumina, Colesterolo.

¢ Aumento di Transaminasi, Fosfatasi Alcalina, PT, PTH.

Negli anni 80 il laboratorio inizia ad utilizzare dei marcatori sierologici specifici per lo
screening e diagnosi della celiachia.

I PRIMI MARCATORI SIEROLOGICI

Dal 1960 in laboratorio vennero introdotte tecniche di immunodosaggio, cio¢ identificazio-
ne e dosaggio quantitativo di una molecola/antigene, sfruttando la reazione antigene-anticorpo.
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La risoluzione della struttura cristallografica di alcuni complessi immunoglobulina-anti-
gene ha permesso di chiarire alcuni aspetti delle interazioni anticorpo-antigene. Sfruttando
questa reazione ¢ possibile:

1. Identificare la molecola /Jk

2. Dosarla in modo quantitativo %\ ]

Affinché€ si realizzino i punti 1 e 2 & necessario 1’utilizzo di un trac- f( ;
ciante specifico per la rilevazione della reazione antigene/molecola da &
dosare-anticorpo. _ iy

I primi metodi introdotti furono le tecniche Radioimmunologiche
(RIA) di tipo competitivo.

L’aggiunta dell’antigene marcato *H o '*I compete con I’antigene da identificare e dosare. In presenza
di un anticorpo specifico in quantita limitata, maggiore ¢ la concentrazione di antigene non radioatti-
vo, minore sara la quantita di antigene marcato radioattivo legato all’anticorpo. Per interpretare que-
sto dato si usa un’apposita curva di taratura, che ¢ prodotta addizionando quantita note e crescenti di
antigene non marcato (del campione da analizzare) alla miscela all’equilibrio con I’antigene marca-
to. La curva mostra ovviamente un andamento discendente della frazione legata all’aumentare della
concentrazione dell’antigene non marcato. Al valore della curva ¢ poi sottratto un “bianco” che rap-
presenta il legame non specifico dell’isotopo radioattivo contenuto nella frazione legata. Il valore di
concentrazione dell’antigene nel campione da misurare si ottiene per interpolazione del valore di
radioattivita misurato con questa curva. Per questo metodo RIA il tracciante ¢ un isotopo radioattivo.

Ag* + Ab =Ag*Ab
Ag + Ag*Ab = AgAb + Ag*Ab
Legenda: Ag* = Antigene marcato; Ag = Antigene non marcato (del campione da analizzare); Ab
= Anticorpo.

Questa metodica ha subito delle migliorie mediante la fissazione dell’anti- : : : : :

corpo su fase solida, I’'uso di anticorpi prodotti tramite immunizzazione di ani- o o 4 4 &
mali da laboratorio e 1’utilizzo di traccianti non radioattivi. T EEE
Gli anticorpi prodotti possono essere policlonali o monoclonali.

I policlonali sono miscele di anticorpi che derivano da “cloni” di plasmacellule (cellule deputate
alla produzione di anticorpi) diversi, cioe che presentano una eterogeneita nella struttura dell’anti-
corpo con definite regioni costanti e regioni variabili, detti anche “domini”, che sono coinvolti nel
riconoscimento e legame dell’antigene (regione variabile) e nelle funzioni effettrici degli anticorpi
(regione costante).

I monoclonali sono anticorpi che derivano da un solo clone di plasmacellule e sono quindi identici
sia nella regione variabile che costante.

Oltre alla metodica RIA, nuove metodiche si sono svilup-
pate, sempre basandosi sul principio antigene-anticorpo, mi-
gliorando sempre piu la sensibilita, la specificita del metodo
riducendone i costi, la tipologia dei traccianti, la sicurezza nel-
la manipolazione dei reattivi necessari alla reazione e semplifi-
cando i passaggi con la possibilita di automatizzare i processi.
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La sensibilita e specificita di un metodo indica rispettivamente la capacita di individuare la molecola
associata alla malattia, dunque di rilevare i soggetti veramente malati all’interno della popolazione:
VP/VP + FN (VP= Veri positivi; FN = Falsi negativi).

La specificita di un metodo indica la capacita di individuare i soggetti sani all’interno della popola-
zione: VN/VN + FP (VN= Veri negativi; FP = Falsi positivi).

Queste due caratteristiche fondamentali delle metodiche spesso non possono raggiungere entram-
be il 100% , ma un buon metodo raggiunge un ottimo compromesso fra queste due caratteristiche.

Le metodiche introdotte successivamente so- -
no state: 2 7’-@1—%
¢ Immunofluorescenza Indiretta (IFI) o f B¢ o A
» Immunoenzimatica (ELISA) Ja : M:'w
¢ Luminescenza 3 poi i
¢ Chemiluminescenza N R Gt Aty

Cio che varia tra queste differenti metodiche sono:

* i supporti/fase solida o substrati utilizzati per fissare 1’antigene; nel caso del metodo Immunofluo-
recenza Indiretta i substrati possono essere sezioni di tessuti animali o cellule fissate e rappresen-
tano direttamente 1’antigene;

* l’utilizzo di anticorpi monoclonali o policlonali:

¢ laricerca dell’antigene diretta o indiretta;

 imetodi di rilevazione/traccianti (tipologia di segnale associato all’anticorpo che lega 1’antigene/
molecola da identificare e dosare).

I1 principio rimane lo stesso, cioe si sfrutta la reazione antigene-anticorpo.

Sicuramente I’introduzione di queste metodiche, in particolare ELISA, Luminescenza e Chemi-
luminescenza, ha determinato un miglioramento qualitativo in termini di sensibilita e specificita
rispetto alla metodica RIA, che man mano andra scomparendo.

Per quanto riguarda i marcatori sierologici della celiachia, i primi anticorpi ricercati nei
campioni dei soggetti affetti da malattia celiaca sono stati proprio gli anticorpi anti-Gliadina
antigene nativo, cioe la frazione del glutine alcool-solubile di classe IgA ed IgG.

La ricerca della classe anticorpale IgA per la celiachia rappresenta il marcatore pili impor-
tante, in quanto le Immunoglobuline IgA sono presenti nelle secrezioni e sulle superfici delle
mucose e sono 1’espressione dell’immunita locale a livello delle stesse.

La ricerca degli anticorpi di classe IgG ¢ importante nei soggetti che hanno un deficit se-
lettivo per le Immunoglobuline A, per cui non producendo questa classe anticorpale in mo-
do completo e nelle quantita necessarie, non
possono essere rilevate.

Inoltre sono utilizzate in fase di monito-
raggio della dieta priva di glutine, dove gli

anticorpi di classe IgA cominciano a decre- e S i

mentare gia dopo 1-3 mesi dall’inizio della 3

dieta priva di glutine (fino a scomparire com- Caliochia silente

pletamente), mentre le IgG permangono po-

sitive anche fino ad un anno dall’inizio del- Calachia lotente Mucosa nermale

la dieta; ovviamente nei soggetti con deficit

IgA gli anticorpi di classe IgG sono gli unici

che possono essere misurati in fase di moni- Predisposizions aenetica -HLA D02 DO
toraggio. Esvoami slerclogicl positivi
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Dal momento che vennero introdotti questi primi marcatori sierologici per lo screening
diagnostico per la malattia celiaca fu evidente che i soggetti diagnosticati erano una percen-
tuale molto bassa rispetto a quelli “reali”.

Dunque era necessario ricercare ed introdurre nuovi marcatori piu sensibili e specifici.

Infatti gli anticorpi anti-Gliadina Nativa IgA ed IgG hanno caratteristiche di sensibilita e
specificita basse, rispettivamente 70-90% e 82-92%.

Inoltre possono essere rilevati anche in soggetti non affetti da Celiachia, ma da altri disor-
dini, come: Morbo di Crohn, Rettocolite Ulcerosa, Artrite Reumatoide, Gastrite, Sindrome di
Down, Fibrosi Cistica, Psoriasi e anche in soggetti sani.

Il test genetico di predisposizione alla Celiachia HLA morbo celiaco DQ2-DQ8 (scoperto
tra gli anni 60-70) ha sicuramente fornito indicazioni utili in merito alla predisposizione ge-
netica e dunque ha contribuito almeno a selezionare i soggetti predisponenti, cio¢ con proba-
bilita di sviluppo di celiachia, oppure a escludere qualsiasi predisposizione.

L’introduzione della ricerca degli anticorpi anti-Endomisio ha rappresentato e rappresen-
ta il marcatore piu specifico per lo screening di laboratorio della celiachia e sicuramente ha
migliorato la sensibilita rispetto alla ricer-
ca degli anticorpi anti-Gliadina IgA ed IgG
Nativa.

L’endomisio ¢ il rivestimento di fibre re-
ticolari che circonda ciascuna cellula della
muscolatura liscia.

Gli anticorpi anti-Endomisio di classe
IgA sono rilevabili nella quasi totalita dei
soggetti affetti da celiachia florida; in que-
sti soggetti la dieta priva di glutine deter-
mina la normalizzazione di questi anticorpi
in circa 4-12 mesi.

Nei bambini celiaci con eta inferiore ai
2 anni possono essere assenti.

Nei celiaci con deficit di Immunoglobu-  Anticorpi anti-Endomisio sezione di Esofago di
line IgA saranno rilevabili anticorpi anti-  scimmia regione prossimale.

Endomisio di classe IgG.

Anche per questa metodica il principio di rilevazione si basa sulla reazione antigene-anticorpo e 1’u-
so di un tracciante per identificare questo complesso e dosarlo.

1l substrato non ¢ rappresentato da un antigene presente nel pozzetto di una micropiastra, ma la se-
zione criostatica di muscolatura liscia di un tessuto (solitamente esofago di scimmia regione distale,
poiché pit ricca della porzione di tessuto “endomisio”, fissata su vetrino) dove si vanno a ricercare
gli eventuali anticorpi presenti nel siero del campione da analizzare, oppure una sezione di cordone
ombelicale umano (meno utilizzata).

L’identificazione avviene mediante osservazione con microscopio a fluorescenza, sostituito attual-
mente da sistema illuminatore a LED (Light Emitted Diode o Diodo ad Emissione Luminosa).

A differenza della lettura al microscopio a “luce bianca” classica, il microscopio ¢ dotato di una sor-
gente di illuminazione aggiuntiva, che ha lo scopo di illuminare il preparato da osservare e allo stes-
so tempo di provocare 1’eccitazione del tracciante o fluorocromo o coniugato fluorescente (in questo
caso la Fluoresceina o FITC).
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La molecola di FITC eccitata emette
luce che viene visionata agli oculari del
microscopio come colorazione verde.
Per selezionare la lunghezza d’onda
opportuna per I’eccitazione del FITC
(~ 450 nm) e quella di emissione visio-
nata al microscopio (~ 550 nm), il mi-
croscopio & dotato di due filtri: filtro di
eccitazione e filtro di emissione.
L’illuminatore tradizionale ¢ una lam-
pada ai vapori di mercurio, mentre at- -
tualmente si utilizzano illuminatori a Letcw incidnish
LED che consentono i seguenti van- Lucw seresn

Folomuotipicatone

- ,_/- Fluos ocromi non eccliatl

¢ durata praticamente illimitata

¢ sicurezza di utilizzo

¢ stabilita dell’illuminazione/eccita-
zione

t . J i}' HLCH 0 CHTO el OO R
aggl: Conpl —f— - o
Y

I dimesin 4l campiona

Questa metodica, caratterizzata da una sensibilita
superiore al 90% e, soprattutto, di una specificita pari
al 100%, non permette di fornire un dato quantitativo
reale vero e proprio, perché basata sull’osservazione
soggettiva al microscopio; dunque & possibile solo for-
nire un valore in titolo, ottenuto, in caso di positivita,
diluendo il campione per raddoppio a partire dalla dilu-
izione di screening e verificare 1’ultima diluizione do-
ve ¢ ancora visibile la fluorescenza con il quadro tipico
degli anticorpi anti-Endomisio.

Ad esempio:

diluizione di screening 1/10

o

v P

(1 parte di campione + 9 parti di diluente, solitamente tampone PBS)

/\

= |

! !
kit

1/10 1/20 1/40 1/80 etc...

!

POS TITOLO 1/80
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Pertanto, nonostante il miglioramento della performance di sensibilita (e soprattutto spe-
cificita), I'utilizzo di questa metodica presenta comunque dei limiti:
* Soggettivita nella lettura del preparato
¢ Riproducibilita del dato analitico
» Limite di precisione del dato quantitativo reale nel monitoraggio nei soggetti a dieta pri-
va di glutine
* Necessita di operatori esperti per la lettura ed interpretazione del vetrino.

.....

da un antigene specifico, la Transglutaminasi (Dieterich W., 1997).

Come gia evidenziato, la Transglutaminasi ¢ I’enzima responsabile della trasformazione
del glutine ingerito ed in particolare nella neoformazione dei peptidi di gliadina.

In laboratorio vengono ricercati gli anticorpi anti-transglutaminasi tissutale (tTG) in quanto
consentono di coprire ed individuare la quasi totalita dei soggetti celiaci.

Per quanto riguarda i pazienti affetti da Dermatite Erpetiforme, la ricerca degli anticorpi
anti-tTG tissutale risulta positiva nella maggior parte dei casi, tuttavia esiste anche un kit dia-
gnostico per la ricerca degli anticorpi anti-transglutaminasi epidermica (Tge), specifica per i
soggetti affetti da Dermatite Erpetiforme. Questo zest diagnostico per Tge rimane come esa-
me specialistico per inquadrare in modo preciso la forma di patologia. Va utilizzato esclusi-
vamente quando la ricerca anticorpale (eseguita con la transglutaminasi tissutale) risulta ne-
gativa in presenza di manifestazioni cutanee evidenti associate a predisposizone genetica, con
esame bioptico positivo. Per questo motivo ¢ poco diffuso e non eseguito in tutti i laboratori.

Laricerca degli anticorpi anti-transglutaminasi IgA ¢ eseguita mediante il principio medesimo di in-
dividuazione e dosaggio del complesso antigene-anticorpo, dove 1’antigene tissutale transglutaminasi
¢ immobilizzato nei pozzetti di una micro-piastra o su beads specifiche per i metodi in Chemilumi-
nescenza/Luminescenza. Rappresenta oggi il metodo di screening piu sensibile per la diagnostica di
laboratorio della Celiachia.

Questo metodo di ricerca presenta i seguenti vantaggi:

» dosaggio quantitativo dell’eventuale presenza di anticorpi

* riproducibile ed automatizzabile

* maggiore sensibilita rispetto agli anticorpi anti-Endomisio

* marcatore sierologico utile anche nella fase di monitoraggio della dieta priva di glutine

La possibilita di utilizzare una metodica di screening per la Celiachia con sensibilita mol-
to elevata, considerando che questa patologia interessa anche (ed in gran numero) bambini,
ha determinato 1’ingresso di zest rapidi in vendita presso le farmacie. E possibile, anche con
solo una goccia di sangue da polpastrello del dito, eseguire questi test con tempi di risposta
di qualche minuto.

Tuttavia i fest rapidi non consentono di avere caratteristiche di specificita e sensibilita to-
talmente sovrapponibili ai fest utilizzati in laboratorio e nemmeno di fornire valori quantitativi
precisi in caso di positivita. Dunque ¢ fortemente consigliato (soprattutto se il risultato fosse
positivo) eseguire fest di conferma con prelievo di sangue in laboratorio.

Dato il “ventaglio” di esami a disposizione per lo screening sierologi-
co della celiachia, la presenza di test rapidi a disposizione degli utenti che
possono eseguire questi esami autonomamente senza effettuare un’anam-
nesi presso il Medico curante o Specialista, diventa sempre pitt importan-
te e necessario 1’utilizzo di un algoritmo diagnostico per 1’appropriatezza
delle richieste esami e la necessita di introdurre delle Linee Guida di ri-
ferimento. / W
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Le linee Guida per le richieste degli esami di laboratorio si basano sull’EBM (Evidence Base Medicine),
cioe sui risultati evidenti di efficacia; in questo caso ci riferiamo all’appropriatezza diagnostica degli
esami di laboratorio utilizzati, a seguito di studi effettuati, rispettivamente, su popolazione sana ed af-
fetta da patologia. Per la Celiachia ¢ necessario includere anche i soggetti con deficit di Inmunoglobu-
line IgA, i bambini con eta < 2 anni, I’eventuale presenza di familiarita per la celiachia (predisposizione
genetica) e considerare che la diagnosi finale ¢ comunque determinata dall’esame esofago-duodeno-
endoscopico e bioptico dei villi intestinali, cioe ricercare ed evidenziare 1’eventuale danno alla mucosa
intestinale. Le Linee Guida inoltre sono sempre in aggiornamento in funzione delle modifiche o intro-
duzione di nuovi marcatori sierologici caratterizzati da migliore sensibilita e specificita diagnostica.

La recente introduzione degli anticorpi anti-Gliadina peptide deamidato IgG ed IgA (in so-
stituzione dell’antigene nativo) ha determinato 1’ingresso di “nuovi marcatori” pil sensibili e
specifici da inserire opportunamente nell’algoritmo diagnostico.

L’antigene peptide deamidato rappresenta il prodotto di trasformazione dell’enzima
Transglutaminasi sul glutine ingerito e dunque sicuramente 1’eventuale risposta anticorpale
rilevata ¢ piu specifica per i soggetti celiaci.

Di seguito riporto 1’evoluzione delle Linee Guida redatte dai gruppi scientifici SIMEL e
ESPHGAN in base all’aggiornamento dei marcatori sierologici disponibili ed ai continui stu-
di delle manifestazioni sintomatologiche dei soggetti celiaci.

Anti tTG A negative Anti tTG A negative Anti tTG A positive —p> ENDOMISIO IgA
IgA < valori normali IgA nella norma POS
AntitTG G » POS — > ENDOMISIO IgG ——F———Pp ESAME ENDOSCOPICO
POS MC QUASI CERTA
l POS
NEG V -
l —p> ENDOMISIO IgG ENDOMISIO IgA t
v NEG NEG ®
Probabile assenza di < \A A/
Celiachia HLA MORBO s POS sI
CELIACO DQ2-DQS8 PREDISPOSIZIONE
NEG NO MONITORAGGIO
PREDISPOSIZIONE DEGLI ANTICORPI

\

Assenza di Celiachia

Legenda:

Anti tTG A = Anticorpi anti Transglutaminasi IgA; Anti tTG G = Anticorpi anti Transglutaminasi IgG
Linee Guida SIMeL 2005
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Per i bambini con eta < 5 anni, nei quali il sistema immunitario ¢ in fase di maturazione,
I’algoritmo ¢ il medesimo, con la differenza che oltre agli anticorpi anti-Transglutaminasi IgA
verranno ricercati anche gli anticorpi anti-Gliadina Nativa IgA ed IgG, proprio perché ¢ pos-
sibile in questa fascia di eta individuare bambini celiaci con la sola positivita per anticorpi
anti-Gliadina Nativa IgA e/o IgG.

Anche in questo caso, se siamo in pre-
senza di deficit di IgA, saranno esegui-
ti 1 marcatori anticorpali solo di classe IgG
(Transglutaminasi IgG e Gliadina IgG ed
eventualmente in caso di positivita gli anti-
corpi anti-Endomisio IgG).

In questo primo algoritmo non erano con-
templati gli anticorpi anti- Gliadina se non
per i bambini di eta inferiore ai 5 anni; que-
sto perché i bambini in questa fascia eta con
sospetto di Celiachia potevano presentare
anticorpi anti-Gliadina Nativa e non anti-
corpi anti-Transglutaminasi IgA.

L’utilizzo degli anticorpi anti-Gliadina
Nativa in fase di screening per sospetto di
Celiachia in adulti e bambini con eta > 5 anni era sconsigliato, date le caratteristiche non ot-
timali di sensibilita e soprattutto di specificita per la Celiachia.

Questi anticorpi potevano essere utilizzati solo in fase di monitoraggio per dieta priva di
Glutine in soggetti affetti da Celiachia, poiché potevano fornire ulteriori informazioni in me-
rito all’andamento e efficacia della dieta.

Nel 2006, a seguito dell’osservazione di esiti di false positivita per gli anticorpi anti-Glia-
dina Nativa (determinati da altre cause differenti dalla Celiachia), le Linee Guida sono state
riviste. Per quanto riguarda 1’eta dei bambini al di sotto della quale ¢ utile ricercare anche gli
anticorpi anti-Gliadina Nativa IgA e/o IgG, viene spostata alla fascia di eta < 2 anni anziché
<5 anni.

Le ultime Linee Guida sono state redatte nel 2012 dal gruppo ESPGHAN (European So-
ciety for Pediatric Gastroenterology and Hepatology and Nutrition) e NASPGHAN (North
American Society for Pediatric Gastroenterology and Hepatology and Nutrition).

Queste Linee Guida, riferite soprattutto a bambini ed adolescenti, precisano maggiormen-
te I’utilizzo dei marcatori sierologici, compresa 1’introduzione degli anticorpi anti-Gliadina
Peptide Deamidato e I’importanza della ricerca HLA DQ2-DQ8 nei casi dubbi o di discre-
panza dei risultati anticorpali.

L’esame esofago-gastro-duodenoscopico con prelievo bioptico rimane il Gold Standard,
cioe esame di riferimento per la diagnosi, ma questo puo essere evitato quando i risultati sie-
rologici anticorpali sono di entita molto elevata (superiore a 10 volte il valore di riferimento
per gli anticorpi anti-Tranglutaminasi IgA) e fornisce Linee Guida specifiche per i soggetti
appartenenti a gruppi a rischio per la Celiachia.
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Anti tTG A
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Anti tTG A
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Anamnesi

EMA & HLA DQ2/DQS _ > Non
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Legenda:

Anti tTG A = Anticorpi anti-Trasnglutaminasi IgA;
Anti tTG G = Anticorpi anti-Trasnglutaminasi IgG;
GI = Gastroenterologo;

EMA = Anticorpi anti-Endomisio IgA;

MC = Malattia Celiaca;

GFD (Gluten Free Diet) = Dieta priva di Glutine;
FN = Falso Negativo;

FP = Falso Positivo

Linee Guida ESPHAN e NASPGHAN 2012
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Per i soggetti appartenenti a gruppi a rischio, cio¢ parenti di pazienti affetti da malattia ce-
liaca, soggetti affetti da altre malattie autoimmuni (tiroidite, diabete autoimmuni tipo I, etc.),
I’algoritmo diagnostico ¢ il seguente:

Soggetti asintomatici appartenenti a gruppi a rischio

\
I I
\4 v
HLA POS HLA NEG
DQ2 e/o DQ8 DQ2 e DQ8 >

|
v

Anti tTG A e IgA totali
v
Anti tTG APOS >3 x il Anti tTGAPOS <3 xil Anti tTG A NEG —> LYLis
valore del cut off valore del cut off

v
i |
Endoscopia con @ \ 4
biopsie multiple ) I
! | vV v o
v POS

NEG Escludere deficit IgA se presente
Marsh203  Marsh0-1 | eseguire Anti tTG IgG + Gliadina
| | deamidata IgG
v v v Verificare apporto glutine nella
FP sierologia Transiente/FP Anti tTG A dieta e anamnesi

- FN Biopsia o MC Monitoraggio in dieta

* potenziale normale con ulteriori test

sierologici

GFD &
monitoraggio

Legenda:

Anti tTG A = Anticorpi anti-Trasnglutaminasi IgA;
Anti tTG G= Anticorpi anti-Trasnglutaminasi IgG;
EMA = Anticorpi anti Endomisio IgA;

MC = Malattia Celiaca;

GFD (Gluten Free Diet) = Dieta priva di Glutine;
FN = Falso Negativo;

FP = Falso Positivo

Linee Guida ESPHAN e NASPGHAN 2012

120



Sulla scia delle Linee Guida, anche le Regioni hanno introdotto degli algoritmi diagnostici
previsti nel Tariffario Regionale, definiti come Reflex, che consentono di eseguire screening
ed eventuali approfondimenti, con I’obiettivo di fornire referti di laboratorio completi, con
indicazioni di esiti di esami utili ai fini diagnostici.

Recentemente, con Delibera X/2313 del 01/08/2014 la Regione Lombardia ha definito in-
dicazioni in ambito Sanitario, compresi interventi relativi alla Medicina di Laboratorio, ba-
sati su algoritmi/esami Reflex in diversi ambiti della Diagnostica di Laboratorio, inclusa la
Celiachia.

Di seguito viene riportato 1’algoritmo diagnostico proposto, associato alla prestazione del
tariffario 90.53.G “Anticorpi anti-Transglutaminasi (IgA o IgG) Riflessa”, da richiedere in
caso di sospetto clinico di Malattia celiaca:

I1gA nella norma Deficit IgA
v v

Anti tTG A Anti tTG G & Anti-

/ \ Gliadina demidata
NEG DUBBIO/POS 1gG
| | |
vy v
STOP Bambinieta<2 EMA IgA
anni
Anti- Gliadina
Peptide Deamidato
IgA e IgG

Legenda:
Anti tTG A = Anticorpi anti-Transglutaminasi IgA;

Anti tTG G = Anticorpi anti-Transglutaminasi IgG;
EMA IgA = Anticorpi anti- Endomisio IgA

Sicuramente, nella storia della diagnosi della Celiachia I’introduzione di fest anticorpali
(in associazione ai test di predisposizione genetica HLA DQ2-DQS8) ha consentito di eviden-
ziare un numero piu elevato di soggetti affetti da Celiachia e di portare alla luce, o meglio “a
galla”, la porzione di “iceberg” sconosciuta di questa patologia, comprese le sintomatologie
di tipo extra-intestinale, quindi le forme cosiddette “non tipiche”, che sono diventate ormai
segnali importanti per la ricerca anticorpale di screening.

Lo studio continuo delle sintomatologie e reazioni biochimiche nei soggetti celiaci ha por-
tato ad approfondire i meccanismi relativi alle alterazioni della permeabilita intestinale, che
determinano I’inizio di questa patologia e anche di altre forme di sensibilita agli alimenti in-
geriti.
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GLUTEN SENSITIVITY

Per capire cos’¢ la Gluten Sensitivity ¢ utile comparare questa forma di sensibilita al glu-
tine con la Celiachia:

Cos’é la Gluten sensitivita (NCGS = Non-Celiac
Gluten Sensitivity)?

Risposta immune non-specifica che é stata
riconosciuta come meno severa della malattia
celiaca. Non é caratterizzata da enteropatia,
aumento degli anticorpi anti
Transglutaminasi, Endomisio, o anti Gliadina
Deamidata, e aumento della permeabilita
intestinale che sono caratteristiche tipiche
della Celiachia. Causa un leggero danno
intestinale che recede a seguito di dieta priva
di Glutine . Non é geneticamente
determinata.

E stata studiata nell’infanzia, ma é stato

Unico valutato che in realta affligge circa il 6% della
trattamento popolazione, si pensa che interessi
DIETA principalmente gli adulti.
PRIVA DI
GLUTINE Ci sono alcuni sintomi che si sovrappongono a

quelli della Celiachia come dolore
addominale, fatica, malessere, ma prevalgono
spesso i sintomi non intestinali. Il tempo che
intercorre tra I'esposizione al Glutine e la
comparsa dei sintomi é di ore o giorni.

Non ci sono test di laboratorio o istologici che
attualmente possono diagnosticare la NCGS,
la diagnosi viene eseguita per esclusione. La
celiachia e I'allergia al Glutine devono essere
escluse medianti test specifici prima di
procedere all’eliminazione del glutine dalla
dieta, seguita reintroduzione del glutine
monitorato.

La NCGS non diagnosticata e non trattata non
causa ulteriori complicazioni ma necessita di
ulteriori investigazioni.

Sapone A. et al. 2011; Ludvigsson K. ez al. 2012; Sapone A. et al. 2012; Fasano A. et al., 2015

Gia dal confronto fra le caratteristiche della Celiachia e della NCGS emerge che la sen-
sibilita al Glutine ¢ una forma avversa nei confronti dell’alimento glutine ancora in fase di
studio. Proprio perché al momento non esistono fest diagnostici specifici, la diagnosi non ¢
ancora ben chiara.
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Gli unici test diagnostici che si possono eseguire sono quelli specifici per
escludere la Celiachia, I’allergia al Glutine e I’intolleranza al Glutine. In casodi 4! H:kfr,
esclusione di queste forme avverse al glutine, occorre procedere con 1’esclusione '
dell’alimento per verificare se c’¢ un miglioramento della sintomatologia, rein-
trodurre poi il glutine e monitorare se i sintomi ricompaiono. i
In realta, nel 50% dei soggetti NCGS sono stati rilevati anticorpi anti- Gliadi-

na Nativa, il primo marcatore utilizzato nella diagnostica per la Celiachia e ab- .-k'
bandonato per utilizzare I’antigene Peptide Deamidato.

Nei soggetti con NCGS ¢ stato osservato un 56% di positivita per anticorpi anti-Gliadina Nativa IgG
con titoli elevati nell’ 86% dei soggetti (Volta, 2013).

Gli anticorpi anti-Gliadina Nativa IgA hanno invece una bassa prevalenza nei soggetti NCGS (cir-
ca 8%) con titoli molto pil bassi che nei soggetti celiaci. Tuttavia, gli anticorpi anti-Gliadina Nativa
non rappresentano un test specifico per la NCGS, poiché presenti in altre condizioni, come malat-

tie autoimmuni epatiche, sindrome da colon irritabile o IBS, malattie del connettivo miste e anche
in donatori sani.

Pertanto la positivita (in particolare ad alto titolo) per questi anticorpi puo dare un contri-
buto alla diagnosi. Nei soggetti con positivita per anticorpi anti-Gliadina Nativa & possibile
monitorare il titolo anticorpale durante la dieta priva di Glutine. Dopo 6 mesi di GFD (Glu-
ten Free Diet), gli anticorpi anti-Gliadina Nativa IgG scompaiono, mentre in circa la meta dei
soggetti celiaci rimangono positivi. Quindi ¢ ipotizzabile che la memoria immunologica nei
celiaci rimanga attiva, mentre nei soggetti NCGS no.

Le problematiche riscontrate nei soggetti NCGS hanno determinato ulteriori studi in me-
rito al meccanismo patogenetico, soprattutto in confronto ai soggetti celiaci.

\ /
/ NCGS N\ ya Malattia Celiaca
/ N
/, \\ Vi \,
// N
i Reclutamento N
\
! Neutrofili \
! \
. : - Funzione della barriera Epiteliale \
I Funzione della barriera Epiteliale  |nfiammazione l p i
intestino

Alterazione del

b bilita intestinal microbiota o X
ermeabilita intestinale intestinale Permeabilita intestinale
Risposta
immunologica MUCOSA INTESTINALE
alla Gliadina DANNEGGIATA }
\‘ AGA /’
\\\ //
\\ ,’/
\ , . AUTOIMMUNITA e
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\ / . J
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MECCANISMI T

PATOGENETICI COMUNI

Legenda:

NCGS = Non Gluten Sensitivity; tTGA = anticorpi anti transglutaminasi
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Particolare attenzione ¢ stata dedicata allo studio sulle variazioni della barriera della mu-
cosa intestinale ed ¢ stata individuata una molecola, la Zonulina, che ha un ruolo importante
sui meccanismi di alterazione della mucosa stessa.

La Zonulina ¢ una proteina con funzione regolatrice della permeabilita epiteliale, modulando le giun-
zioni serrate tra le cellule contigue (TJ = Tight Junction). Lo studio di questa proteina deriva dallo
scoperta della tossina colerica della zonula occludens (ZOT), una enterotossina prodotta dal Vibrio
cholerae che agisce sulle funzioni della delle TJ.

In particolare la ZOT, legandosi ad uno specifico recettore di superficie con conseguente attivazione
di una serie di reazioni biochimiche intracellulari a cascata, porta alla polimerizzazione dei micro-
filamenti di actina, per azione della Proteina-kinasi C (PKC) che funziona da segnale intracellulare.
La conseguenza di queste reazioni ¢ 1’apertura reversibile delle giunzioni serrate intercellulari che
aumentano la permeabilita intestinale (Fasano A., 2011).

Utilizzando un modello per lo studio della permeabilita intestinale ex vivo, & stato dimostrato che
esiste una proteina omologa alla ZOT con funzione di modulazione delle giunzioni serrate, deno-
minata Zonulina.

L’integrita della barriera intestinale previene il passaggio di fattori che potenzialmente potrebbero
essere dannosi, se presenti nel lume. La Zonulina ¢ rilevabile soprattutto nel digiuno e ileo distale,
non ¢ presente nel colon e diminuisce lungo 1’asse dei villi intestinali-cripte. La distribuzione della
concentrazione della Zonulina coincide con la diversa risposta della barriera epiteliale intestinale e
riorganizzazione dei filamenti di actina che avviene lungo I’asse del villo intestinale.

Nei soggetti celiaci la tipica caratteristica di aumento della permeabilita intestinale € accompagnata
da un apertura delle TJ.

Lutilizzo di anticorpi specifici contro la Zonulina ha permesso di rilevare un’iperespressione di Zo-
nulina nei celiaci in fase acuta.
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QUALI SONO LE CAUSE DELL’IPERESPRESSIONE DELLA ZONULINA?

L’esposizione dell’intestino tenue a batteri e glutine fornisce due delle maggiori cause che
portano all’aumento del rilascio di Zonulina. Le infezioni enteriche sono implicate nella pa-
togenesi di diverse condizioni patologiche severe, che comprendono I’ allergia, 1’autoimmu-
nita, alcune malattie infiammatorie.

Nel caso invece della NCGS, la funzione della barriera intestinale epiteliale ¢ aumentata e
abbiamo una ridotta permeabilita intestinale, esattamente I’opposto di cid che accade per i
soggetti celiaci.

Le causa ipotizzata (ed attualmente ancora i fase di studio) ¢ un’ alterazione dell’ambien-
te microbiota intestinale. Variazioni dell’equilibrio tra il numero di batteri lactobacilli Gram-
negativi e Gram-positivi porterebbero alla risposta avversa nei confronti degli antigeni intro-
dotti con la dieta, come il glutine (Volta U., 2013).

Recenti studi hanno dimostrato come in realta il glutine e i suoi derivati non sono le uniche moleco-
le a determinare NCGS, ma anche altre proteine contenute nel grano possono avere un ruolo rilevante
nell’indurre reazioni avverse. In particolare, gli inibitori della tripsina-amilasi potrebbero indurre in-
fiammazione e reazioni immuni (risposte innate immuni di monociti, macrofagi e cellule dendritiche)
in diversi disordini immuni intestinali e non, incluse la NCGS e malattia celiaca. Inoltre, nei soggetti
definiti NCGS sono presenti reazioni di ipersensibilita nei confronti di diversi alimenti oltre al glutine
ed in particolare per gli alimenti ricchi di oligo-, di-, mono-saccaridi fermentabili e polioli (FODMAPs).

Gli alimenti che contengono maggiore concentrazione di FODMAPS so-
no: grano e cerali (riso, orzo e frumento), latte, legumi, miele, frutti (mango,
pera, ciliegia, anguria), verdure (cicoria, finocchio, porro, barbabietola). Una
dieta povera di FODMAPs migliora in modo significativo i sintomi gastroin-
testinali nei soggetti NCGS.
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Inoltre molti sintomi gastrointestinali, compresa la sindrome da colon irritabile (IBS) pre-
senti nei soggetti NCGS, potrebbero essere causati da additivi alimentari, come glutammati,
benzoati, sulfiti e nitrati, indicando che i composti chimici presenti negli alimenti aggiungo-
no forti stimoli al “sistema nervoso” dell’intestino.

In definitiva, I’inquadramento dei soggetti NCGS risulta complesso ed include non solo
la semplice ipersensibilita al glutine, ma diverse reazioni di forme avverse nei confronti di
componenti alimentari differenti.

CONCLUSIONI

In questo breve viaggio all’interno del mondo delle reazioni avverse al glutine abbiamo
visto I’importanza del grano come nutrimento, la sua struttura, la definizione della molecola
glutine e dei suoi composti.

Nonostante gli alimenti contenenti glutine abbiamo un’importanza fondamentale per il no-
stro organismo, per alcuni soggetti diventano invece “tossici”... Perché?

Sulla strada di questo studio abbiamo visto come si & sviluppata la diagnostica di laborato-
rio, per “immergerci” nel fondo nascosto e sconosciuto dell’*iceberg” della celiachia e met-
tere in risalto tutto ci0 che ¢ possibile fare per individuare precocemente questa malattia. Ma
tutto cio non basta...

In questi ultimi anni abbiamo seguito soggetti con sintomatologie
ascrivibili alla celiachia, ma che non € celiachia! !m

Lo studio continua ancora. Dobbiamo fare sforzi maggiori per indi- @
viduare soggetti non celiaci che presentano comunque ipersensibilita al

glutine.

Proprio dall’osservazione di questi soggetti (definiti “sensibili al glutine ma non celiaci” o NCGS,
messi a confronto con soggetti celiaci) abbiamo potuto studiare meglio il comportamento e I’'impor-
tanza della barriera epiteliale intestinale.

La permeabilita della barriera ¢ influenzata dall’ ingestione di glutine che 1’organismo di alcuni sog-
getti non tollera, non solo manifestando la celiachia, ma anche altre forme avverse di ipersensibilita,
con differente comportamento nella permeabilita della barriera intestinale stessa.

Ma allora cosa succede all’ epitelio della barriera intestinale nei soggetti NCGS?

Mentre ¢ chiaro il meccanismo patogenetico per i soggetti celiaci, per i soggetti NCGS,
ancora in fase di studio, si ipotizza una variazione dell’ambiente microbiota della flora in-
testinale a seguito della reazione di ipersensibilita nei confronti di alcuni alimenti ingeriti.

Inoltre i soggetti definiti NCGS mostrano reazioni avverse anche ad altri componenti pre-
senti negli alimenti (FODMAPs), tra cui gli additivi chimici.

RIFERIMENTI BIBLIOGRAFICI

1) Brown J.S. er al., Gastrointestinal pathology in celiac disease: a case series of 150
consecutive newly diagnosed patients, Am. J. Clin. Path. 2012, 138, 42-49.

2) Byass P.,Kahn K., Ivarsson A., The global burden of childhood celiac disease: a neglected
component of diarrhoeal mortality ?, PloSONE 2011, 6 (7), €22774.

3) Corazza G., Villanacci V., Celiac disease: some considerations on the histological
classification, J. Clin. Path. 2005, 58, 573-574.

126



4) Dieterich W., Ehnis T., Bauer M., Donner P., Volta U., Riecken EO., Schuppan D.,
Identification of tissue transglutaminase as the autoantigen of celiac disease, Nat.
Med. 1997, 3,797-801.

5) Fasano A., Zonulin and its regulation of intestinal barrier function: the biological door to
inflammation, Autoimmunity, and cancer; Physiol. Rev. 2011, 91, 151-175.

6) Fasano A., Sapone A., Zavallos V., Schuppan D., Nonceliac gluten sensitivity,
Gastroenterology 2015, 148, 1195-1204.

7) Loponen J., Prolamin degradation in sourdoughs. University of Helsinki. Department of
Food Technology. 2006.

8) Ludvigsson K., United European Gastroenterology Week (UEGW) 2012: Amsterdam,
21-24 ottobre 2012.

9) Macdonald W, Dobbins W, Rubin C, Studies of the familial nature of celiac sprue using
biopsy of the small intestine, in N Engl J Med, vol. 272, n° 9, 1965, pp. 448-56.

10) Marsh M.N., Gluten, major histocompatibility complex and the small intestine: a
molecular and immunological approach to gluten-sensitivity, Gastroenterology 1992,
102,330-354.

11) Marks J. Schuster S, Watson A., Small bowel changes in dermatitis Herpetifoformis,
Lancet 1966, 2,1280-1282.

12) Oberhuber G, Granditsch G, Vogelsang H., The histopathology of coeliac disease: time
for a standardized report scheme for pathologists. Eur. J. Gastroenterol. Hepatol. 1999,
1,1185-94.

13) Paulley J.W., Observations on the aethiology of idiopathic steatorrhea, jejuneal and
lymph-node biopsies, Brit. Med. J. 1954, 2, 1318.

14) Sapone A. et al., Divergence of gut permeability and mucosal immune gene expression
in two gluten-associated conditions: celiac disease and gluten sensitivity, BMC Medicine
2011, 9, 23.

15) Sapone A. et al, Spectrum of gluten-related disorders: consensus on new nomenclature
and classification, BMC Medicine 2012, 10, 13.

16) Villanacci V. et al., Celiac disease: the histology report, Dig. Liver Dis. 2011, 438, 385-
395.

17) Volta U. Non-celiac gluten sensitivity: questions still to be answered despite increasing
awarness; Cellular & Molecolar Immunology 2013, /0, 383-392.

127






Capitolo 7
SVILUPPO DI ALIMENTI GLUTEN-FREE: INGREDIENTI E TECNOLOGIE

MARA LUCISANO, CAROLA CAPPA

LA CELIACHIA

La celiachia ¢ un’enteropatia che si puod manifestare sia in eta pediatrica che adulta in per-
sone geneticamente predisposte in seguito all’introduzione nella dieta di alimenti contenenti
proteine formanti glutine ed ¢ una condizione clinica che persiste per tutto 1’arco della vita
(Fasano e Catassi, 2012). Il glutine ¢ un complesso proteico alcool-solubile che si forma in
seguito all’idratazione ed impastamento di alcuni sfarinati, quali, ad esempio, quelli derivan-
ti dal frumento sia tenero che duro. La causa scatenante di questo disordine alimentare ¢ rap-
presentata da un gruppo di proteine di riserva presenti in alcuni cereali, tra i quali appunto il
frumento, il Kamut®, la segale, il farro, 1’orzo e relativi ibridi come il triticale. Le gliadine del
frumento e altre proteine alcol-solubili dei predetti cereali rappresentano il fattore responsa-
bile dello sviluppo di questa malattia.

In passato, I’intolleranza al glutine era considerata una condizione rara che interessava per lo piu in-
dividui di origine europea con un esordio generalmente intorno al primo anno di vita. La diagnosi
era interamente basata sulla presenza di sintomi gastro-intestinali confermati da biopsia dell’intesti-
no tenue. La biopsia evidenzia, nei casi piu lievi di celiachia, villi meno pronunciati rispetto a quelli
tipici della normale mucosa intestinale e villi atrofizzati nei casi piu gravi (Fig. 1).

Figura 1 - Atrofia dei villi.
A) Mucosa normale; B) Atrofia moderata; C) Atrofia totale (Ravelli et al., 2005)

Oggi, la disponibilita di strumenti sierologici altamente sensibili e specifici ha reso possibile la va-
lutazione della reale incidenza della malattia celiaca, mostrando una frequenza importante di forme
cliniche atipiche, silenti e potenziali. In Europa la prevalenza di questa malattia ¢ pari all’1% circa
con delle variazioni tra i diversi Stati (2.0% in Finlandia, 1.2% in Italia, 0.9% nell’Irlanda del Nord e
0.3% in Germania). Negli Stati Uniti interessa lo 0.5-1% della popolazione. Questo tipo di disordine
non ¢ frequente solo nei paesi sviluppati, ma anche in paesi in via di sviluppo; un’alta prevalenza si
¢ riscontrata nelle popolazioni nord-africane, con punte del 5-6% nelle popolazioni del Sahara occi-
dentale (Catassi ef al., 1999) e nel continente asiatico (Catassi e Fasano, 2008).
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Questa tendenza potrebbe essere spiegata dalla globalizzazione del mercato dei prodotti alimentari,
insieme allo sviluppo economico di alcune nazioni la cui alimentazione tradizionale era basata su
cereali come riso e mais e che oggigiorno stanno sempre piu includendo nella loro dieta alimenti a
base frumento (Kearney et al., 2010).

Attualmente, anche se sono in corso alcuni studi per trovare delle alternative, |’unico trattamento per
i soggetti celiaci ¢ I’osservanza di una dieta alimentare priva di glutine, la quale deve essere rigorosa
e continuativa. La sintomatologia clinica, I’alterazione dei test funzionali di assorbimento e 1’atro-
fia della mucosa migliorano in seguito all’eliminazione dalla dieta dei prodotti contenenti glutine.

Da qui deriva la necessita che il soggetto celiaco venga opportunamente educato affinché
possa identificare non solo tutti i prodotti contenenti glutine, ma anche eventuali alimenti che
ne possono risultare contaminati. In particolare, vanno evitati tutti i cereali potenzialmente
dannosi citati precedentemente, mentre vengono considerati innocui cereali quali riso, avena,
mais, miglio e pseudo cereali, quali grano saraceno, quinoa e amaranto (Fig. 2).

Lupino
{Lupinus albus) Pisello
{Pisum sativum)

Grano saraceno Tpio:a

(Fagopyrum (Cassava;
{Avena sativa) esculentum) marnioca)

Figura 2 - Esempi di alcuni cereali, preseudocereali, tuberi e leguminose utilizzati nei pro-
dotti senza glutine.

Per quanto riguarda I’etichettatura degli alimenti senza glutine, in aggiunta alle disposi-
zioni generali sull’etichettatura (Regolamento CE 1169/2011), si applicano le seguenti di-
sposizioni:

— Il termine “senza glutine” identifica alimenti con un contenuto di glutine che non supe-
ra 20 mg/kg (ppm). Tale termine deve apparire nell’etichetta in prossimita del nome del
prodotto.

— La dicitura “con contenuto di glutine molto basso” ¢ consentita solo laddove il contenu-
to di glutine dell’alimento venduto al consumatore finale (consistente di uno o piu in-
gredienti ricavati da frumento, segale, orzo, avena o da loro varieta incrociate) non sia
superiore a 100 ppm.
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— I prodotti “naturalmente senza glutine”, 0s-
sia quelli non contenenti glutine e non tra-
sformati (come frutta, verdura, carne, pesce,
latte, uova tal quali) non possono utilizzare
il termine “senza glutine” poiché, per loro
natura, non necessitano di dichiarare 1’assen-
za di glutine.

Per facilitare I’identificazione dei prodotti sen-  Figura 3 - Marchio del Ministero della
za glutine, e quindi rimuovere gli ostacoli quoti-  Salute (sinistra) e dell’Associazione Ita-
diani che il consumatore celiaco incontra, a livello  liana Celiachia (destra).
nazionale sono presenti diversi loghi che consen-
tono una rapida identificazione dei prodotti privi di glutine; due di questi sono il marchio del
“Ministero della Salute” e il marchio “Spiga Barrata”, di proprieta dell’ Associazione Italiana
Celiachia, che rappresentano per il consumatore celiaco una garanzia di sicurezza (Fig. 3).

L’INSOSTITUIBILE RUOLO DEL GLUTINE

11 glutine & un materiale proteico che puo essere isolato dalla farina o dalla semola quando
I’amido e gli altri componenti minori sono eliminati dall’impasto tramite lavaggio con acqua.
1l glutine contiene il 75-86% di proteine sul secco, la restante parte ¢ costituita da carboidrati
e lipidi, fortemente legati alla matrice glutino-proteica. Nei cereali, la frazione proteica di ri-
serva (80-85%) ¢ rappresentata da prolamine (30-40%) e da gluteline (40-50%).

Le prolamine sono definite come le frazioni proteiche che possono essere estratte mediante
una soluzione di etanolo al 70%. Le prolamine del frumento sono denominate gliadine, quelle
della segale secaline, dell’orzo ordeine e dell’avena avenine. Le gluteline sono costituite dalle
proteine solubili in soluzioni acide e basiche e nel frumento sono denominate glutenine. Le glia-
dine sono responsabili delle proprieta viscose e di estensibilita dell’impasto, mentre le glutenine
delle caratteristiche di forza e di elasticita (Fig. 4).
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Il reticolo del glutine si DEFORMA ANZICHE
ROMPERSI, consentendo I'aumento in volume della
massa: ritenzione di CO, durante |a lievitazione del
pane; assorbimento di acqua durante la cottura della
pasta.

Il reticolo del glutine consente al prodotto di
MANTENERE LA FORMA durante gli “stress”
meccanici: aumento di volume in lievitazione e cottura
del pane; ridotto passaggio di amido nell'acqua di
cottura nel caso della pasta.

Figura 4 - Le proprieta viscoelastiche del glutine.

Figura 5 - Sviluppo del reticolo glutinico nel corso del processo di panificazione.
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Durante la fase di impastamento e in presenza di un’idonea quantita di acqua, le gliadine
e le glutenine interagiscano tra loro formando una maglia proteica tridimensionale, il glutine,
nella quale restano intrappolati i granuli di amido. Nel corso della lievitazione dei prodotti
da forno, le proprieta del glutine permettono all’impasto di distendersi sotto la pressione dei
gas di fermentazione e nel contempo di trattenerli, promuovendo lo sviluppo dell’impasto e
la formazione dell’alveolatura (Fig. 5).

Durante la cottura, si assiste all’irrigidimento della struttura glutinica a causa della dena-
turazione proteica indotta dal calore e al consolidamento della forma e del volume raggiunto
dal pane e dai diversi prodotti da forno. Parallelamente, anche nel caso della pasta, le caratte-
ristiche della materia prima — semola — e il processo produttivo giocano un ruolo essenziale
nel definire la qualita della pasta cotta; in particolare, la formazione di un reticolo glutinico
ben sviluppato ¢ condizione essenziale per ottenere un prodotto che, dopo cottura, risulti ca-
ratterizzato da una struttura compatta ed elastica (un buon nerbo), una limitata collosita e un
rilascio modesto di sedimenti nell’acqua di cottura. Anche nella produzione della pasta, & in-
fatti essenziale che durante I’impastamento si formi un reticolo tridimensionale in grado di
trattenere i granuli d’amido che, nel corso della cottura, assorbono acqua e si rigonfiano. Piu
rapido si manifestera 1’irrigidimento della maglia glutinica, minore risultera il rigonfiamento
dei granuli d’amido e di conseguenza minore sara la collosita della pasta cotta.

Da quanto precedentemente riportato, si comprende quanto siano importanti e uniche le
funzionalita conferite dal glutine agli impasti tradizionali e quindi I’interesse nell’individua-
re, per la produzione di prodotti privi di glutine, sia ingredienti alternativi in grado di simu-
lare il comportamento del glutine che processi tecnologici idonei per le nuove formulazioni.

COME IMITARE LA FUNZIONALITA DEL GLUTINE NEL PANE
E NEI PRODOTTI DA FORNO

La reologia di un impasto privo di glutine evidenzia la mancanza di quelle caratteristiche
di viscoelasticita tipiche di un prodotto tradizionale (Fig. 6).

Figura 6 - Caratteristiche reologiche di impasti con e senza glutine.
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E per questo motivo che nelle formulazioni dei prodotti da forno gluten-free vengono im-
piegati alcuni ingredienti/additivi con lo scopo di imitare le proprieta viscoelastiche del glu-
tine e quindi migliorare le caratteristiche sensoriali del prodotto finito.

Infatti, accanto alle principali materie prime utilizzate nella produzione di un pane senza
glutine — quali, ad esempio, farine e amidi di mais o di riso — vengono impiegati degli idrocol-
loidi, molecole in grado di legare acqua e modificare grandemente la reologia degli impasti.

Con il termine di idrocolloide vengono indicati numerosi polimeri idro-

filici di origine naturale (animale, vegetale, microbica) o di sintesi, na- Y { Ja'
turalmente presenti negli alimenti o ad essi addizionati in piccole quan- W wl s,

la loro capacita di influenzare la fexture della matrice alimentare. \1 '\\'W/, .
Gli idrocolloidi di origine vegetale vengono estratti da alghe marine : \ al
come |’agar-agar e i carragenani, dalla buccia di mele o di agrumi co- ‘i \ \'-
me le pectine, dalla crusca di avena come i betaglucani, da essudati di \\ L
piante come la gomma arabica e da semi come la gomma di guar, la

gomma di carrube e lo Psyllium*. Altri idrocolloidi di origine vegetale

sono I’amido e i suoi numerosi derivati. Gli idrocolloidi di sintesi com- oo
prendono I’idrossi-propil-metil-cellulosa (HPMC), la carbossi-metil- ok
cellulosa (CMC) e la metil-cellulosa (MC). Tutti gli idrocolloidi hanno . et
una struttura peculiare formata da lunghe catene di zuccheri conuna % . . 4
struttura lineare o ramificata (con ramificazioni di diversa lunghezza)

e con I’eventuale presenza di gruppi sostituenti. Vengono impiegati nei

prodotti senza glutine, e, in particolare, nei prodotti da forno, in virti

delle loro capacita di legare 1’acqua, di modificare la viscosita del si-

stema e di formare gel, quindi con la chiara finalita di esercitare una

funzione strutturante dell’impasto. Gli impasti senza glutine sono infatti molto meno coesivi rispetto
agli impasti tradizionali, molto piu appiccicosi, meno elastici e difficili da manipolare.

titd in virtl delle loro peculiari proprieta fisiche ed, in particolare, per \ \

——

* Lo psillio (Plantago afra) ¢ una pianta officinale appartenente alla famiglia delle Plantaginaceae,
diffusa nel bacino del Mediterraneo.

Gli idrocollodi, miscelati con gli altri ingredienti in basse concentrazioni (0.5-2%), danno
origine a strutture tridimensionali formate dall’associazione o dall’interazione (cross-linking)
di catene polimeriche di diversa natura capaci di trattenere una grande quantita di acqua, sia
mediante i numerosi legami idrogeno con i gruppi idrofilici delle catene polisaccaridiche che
per I’elevata capacita di inglobamento nelle zone “meno legate” all’interno della struttura tri-
dimensionale del biopolimero (Fig. 7).

Nella Figura 8 & evidente I’effetto dell’aggiunta di queste macromolecole su un impasto
costituito da sfarinati privi di glutine che, se composto unicamente da farine/amidi di mais e
di riso, si presenta fluido e privo di coesione.

E inoltre chiaro il ruolo degli idrocolloidi nell’influire positivamente sullo sviluppo in vo-
lume dei prodotti finiti, anche se i pani privi di glutine generalmente non raggiungono gli svi-
luppi ottimali del pane di frumento. Ad esempio, un effetto positivo sul volume specifico del
pane ¢ stato riscontrato utilizzando 2.5% di Psyllium e 0.5% di fibra di barbabietola (percen-
tuali espresse sugli sfarinati, Fig. 9; Cappa et al., 2013).

Inoltre, operando con impasti piu liquidi (74-85% di acqua sugli sfarinati), rispetto al 57-
58% di acqua solitamente impiegata negli impasti tradizionali (A500 e B500), si & osservato
un miglioramento dello sviluppo in volume del pane e dell’alveolatura.
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IMPASTI (4, B, €]

frumento prodotta A prodotto B prodotto C

PANI (A, B, C)

Figura 8 - Effetto dell’aggiunta di idrocolloidi e di proteine sulla reologia dell’impasto e
sullo sviluppo in volume del pane.
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A: 2.5% paliurm,
0.5%{kha di barbablstala

B: 1.5% payllium,
1.5% fibra di barbabietola

200 Unith Brabender:
impao piu Rguida

500 Unith Brabender;
impasto da pane
tradizionale

Figura 9 - Effetto dell’aggiunta di fibra di barbabietola, Psyllium e quantita di acqua sullo
sviluppo in volume del pane.
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Figura 10 - Effetto dell’aggiunta di farina di grano saraceno sul raffermamento e sul valore
nutrizionale del pane gluten-free.

Si deve quindi all’assenza del glutine il minore sviluppo in volume del pane gluten-free
a causa della scarsa capacita dell’impasto a formare una maglia tridimensionale con caratte-
ristiche viscoelastiche ottimali e, di conseguenza, con limitata capacita di trattenere i gas di
lievitazione. Una breve shelf-life, unitamente a una percezione sabbiosa durante il consumo,
una eccessiva friabilita della mollica, una sensazione di secchezza in bocca, una scarsa colo-
razione della crosta e un gusto non pienamente soddisfacente sono alcune delle problematiche
che necessitano ulteriori approfondimenti per questa tipologia di prodotti.
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Il raffermamento ¢ senz’altro uno dei principali difetti del pane gluten-free, difetto im-
putabile alla presenza nella formulazione di un grande quantitativo di amido che inevitabil-
mente nel tempo va incontro ad un processo di retrogradazione. Per contrastare questo feno-
meno e allungare la shelf-life dei prodotti da forno gluten-free, vengono applicate strategie
diverse, quali I’'impiego di alfa-amilasi (Gujral ez al., 2003), di emulsionanti (Sciarini et al.,
2012; Purhagen et al., 2012) e ’uso di farine ricche di proteine e di fibra, quali ad esempio
la farina di grano saraceno (Mariotti et al., 2013) (Fig. 10) o di altri pseudocereali o la fibra
di barbabietola e Psyllium (Cappa et al., 2013), la cui aggiunta, oltre a rallentare il rafferma-
mento determina una interessante integrazione nutrizionale con proteine di elevata qualita e
con fibra alimentare.

Un’ulteriore possibilita per ottenere un prodotto sensorialmente pill accettabile e caratteriz-
zato da una maggiore shelf-life ¢ quella di fare uso di una lievitazione con madre acida, una
delle pil antiche tecniche di panificazione utilizzate nei prodotti tradizionali del Mediterraneo
e nelle panificazioni con farina di segale (Houben et al., 2012; Moroni et al., 2009; Cappa,
2011). E stato infatti dimostrato che la produzione di acido lattico mediante fermentazione
con madre acida determina un incremento di viscosita dell’impasto, genera una mollica pit
omogenea e da origine ad una fexture meno friabile, oltre a creare un profilo aromatico pili
marcato. Inoltre la produzione di acidi organici, quali 1’acido lattico o 1’acido fenil-lattico, ¢
risultata efficace nel rallentare I’ammuffimento del pane durante la conservazione (Houben
et.al.,2012). Effetti positivi del tutto analoghi sono stati evidenziati anche operando con im-
pasti acidificati chimicamente, mediante 1’aggiunta di acido lattico.

COME IMITARE LA FUNZIONALITA DEL GLUTINE NELLE PASTE GLUTEN-FREE

Mentre le proteine del glutine rappresentano 1’elemento strutturante delle paste tradizio-
nali, nelle paste senza glutine ¢ 1’amido retrogradato che assolve principalmente questo com-
pito. L’amido ¢ un polisaccaride complesso insolubile in acqua, utilizzato come riserva nelle
cellule vegetali. E costituito da amilosio, polimero lineare del glucosio caratterizzato da le-
gami a(1-4) e da amilopectina, polimero ramificato del glucosio caratterizzato sia da legami
a(1-4) che a(1-6) in corrispondenza delle ramificazioni, come evidenziato nella Figura 11.

Figura 11 - Struttura di amilosio e amilopectina.

137



Le ramificazioni dell’amilopectina impediscono la formazione della struttura ad elica tipica dell’ami-
losio, e favoriscono la formazione di una struttura ad albero. La disposizione dell’amilosio e dell’a-
milopectina all’interno del granulo d’amido presenta zone semicristalline che rendono insolubili a
freddo questi polimeri e resistenti alla digestione da parte degli enzimi amilolitici. L’amido si trova
nelle cariossidi sotto forma di granuli, strutture caratterizzate da una elevata cristallinita, le cui for-
me e dimensioni variano in funzione della specie botanica considerata.

Il fenomeno piu importante che coinvolge 1’amido ¢ la gelatinizzazione, processo che de-
termina la perdita dell’organizzazione strutturale nativa del granulo. Tale processo ¢ reso
possibile dal riscaldamento (temperatura di inizio gelatinizzazione di circa 55-60°C) dello
sfarinato preventivamente disperso in acqua. Durante la gelatinizzazione si assiste dapprima
ad una idratazione superficiale dei granuli d’amido, al loro rigonfiamento, alla perdita della
struttura cristallina nativa e ad un incremento di viscosita del mezzo, con formazione di una
pasta molto viscosa. L’amilosio e I’amilopectina assorbono acqua, I’amilosio si solubilizza
parzialmente e fuoriesce dai granuli d’amido parzialmente rotti. Durante la successiva fase
di raffreddamento si assiste alla ricristallizzazione dell’amilosio e, successivamente, a quella
dell’amilopectina. Questo fenomeno - denominato retrogradazione - porta alla creazione di
una nuova struttura cristallina, diversa dalla struttura cristallina originaria (Fig. 12).

4 I
R
—

20 50 &0 20

€ > € > T(C)

gelatinizzazione [ gelificazione retrogradazions

Figura 12 - Modifiche dell’amido durante la gelatinizzazione e successiva retrogradazione.

Se il sistema viene nuovamente riscaldato e raffreddato, I’amido retrogradato puo essere
ulteriormente disorganizzato (nuova fase di gelatinizzazione-retrogradazione), analogamente
a quanto avviene nei processi tradizionali di preparazione dei noodles di riso.

La gelatinizzazione-retrogradazione dell’amido ¢ dunque il fenomeno fondamentale alla
base della produzione della pasta gluten-free. Infatti, durante il processo di pastificazione di
matrici senza glutine ¢ necessario indurre, per effetto dell’elevato sforzo meccanico, del ca-
lore e del successivo raffreddamento, la formazione di amido retrogradato che possa conferi-
re rigidita alla pasta cotta, limitarne la collosita e ridurre le perdite di materiale solido nell’ac-
qua di cottura (Mariotti et al., 2011; Lucisano et al., 2012; Marti & Pagani, 2013). Una delle
procedure tecnologiche adottate & riportata nella Figura 13.
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In questa tecnologia, dopo una prima fase di
miscelazione degli ingredienti, I’impasto viene
sottoposto a temperature superiori a 100°C e
trasformato in frammenti di piccola dimensio-
ne (pellet) che, dopo raffreddamento, vengono
alimentati in una pressa, formati e successiva-
mente essiccamenti a bassa temperatura.

Una via alternativa per produrre pasta glu-
ten-free ¢ quella di utilizzare come materie pri-
me del processo di pastificazione farine o ami-
di gia termotrattati (parzialmente o totalmente
gelatinizzati). In questo caso le successive fasi
di impastamento, formatura e essicamento pos-
sono avvenire a temperature di circa 50-60°C
(Fig. 14).

Altri processi piu recenti integrano i due
approcci precedentemente discussi, in quanto
prevedono di operare sia con formulazioni con-
tenenti farine o amidi termotrattati che di uti-
lizzare un processo di pastificazione condotto
ad alte temperature e in regimi di elevati sfor-
zi di taglio. La corretta gestione dei due tratta-
menti termici (temperatura, percentuale di ac-
qua aggiunta nell’impasto, sforzo meccanico
applicato durante il processo di estrusione) per-
mette di modulare le caratteristiche dei prodotti
e, di conseguenza, il comportamento in cottura
e la consistenza della pasta cotta.

Ingredienti fondamentali delle paste glu-
ten-free sono amidi o farine di diversa origi-
ne, quali, ad esempio, farine di riso e di mais
caratterizzate da un elevato contenuto di ami-
do, prestando particolare attenzione al rappor-
to amilosio/amilopectina. Altri ingredienti che
vengono utilizzati nelle paste gluten-free, an-
che se in percentuali nettamente inferiori, sono
farine di pseudocereali quali grano saraceno,
quinoa e amaranto, altri cereali privi di glutine
quali sorgo o ancora farine o isolati di legumi,
quali pisello, cece e lupino, addizionati preva-
lentemente per incrementare il contenuto pro-
teico delle paste e per migliorare la reticolazio-
ne della matrice durante il processo produttivo.

Inoltre, &€ ammesso 1’uso di emulsionanti co-
me i mono e digliceridi degli acidi grassi che
facilitano alcune operazioni del processo quali,
ad esempio, la fase di estrusione e limitano la
solubilizzazione dell’amido nell’acqua di cot-
tura, rendendo la pasta meno collosa. Nella ta-
bella 1 sono riportati alcuni valori di incremen-

Farina/Amido

o Acqua
nativi

MISCELAZIONE

¥

TRATTAMENTO TERMICO
(T=120° C) e FORMAZIONE PELLETS

v

ESTRUSIONE
(T=50" C)

v

ESSICCAMENTO
(50° C/14 h)

Figura 13 - Processo di produzione di pa-
sta gluten-free con materie prime native.

Farina/Amido
nregelatinizzati

MISCELAZIONE

v

ESTRUSIONE
(T=50" C)

v

ESSICCAMENTO
(50° C/14h)

Pasta GF

Figura 14 - Processo di produzione di pasta
gluten-free con materie prime termotrattate.

139



to di peso e perdita di solidi (residuo) nell’acqua di cottura di paste senza glutine di riso, di
mais e miste, a confronto con un campione di semola di grano duro. Come si puo osservare,
la pasta di semola ¢ in grado di assorbire acqua incrementando di peso senza perdere la sua
struttura (residui nell’acqua di cottura molto contenuti, 2.7 g/100g); viceversa, per la pasta
senza glutine si assiste spesso a sfaldamenti della matrice (residui nell’acqua di cottura com-
presi tra 5-12 g/100g) o ad incrementi di peso limitati (pasta mista B e pasta di riso A). Uni-
camente il campione di riso B, ottenuto adottando la tecnologia tradizionale di produzione dei
noodles, presenta limitate perdite di solidi, un elevato incremento di peso e una bassa collosita
(dato non riportato; Lucisano et al., 2012).

Tabella 1. Incremento di peso e residuo nell’acqua di cottura di paste senza glutine in
confronto con una pasta di semola.

CAMPIONE Incremento peso in cottura  Residuo nell’acqua di cottura
(%) (g/100g)
Pasta di riso A 100 12.36
Pasta di riso B 163 321
Pasta di mais_A 117 5.04
Pasta di mais B 120 6.20
Pasta mista_A 122 747
Pasta mista_B 103 2.64
Pasta di semola 135 2.66

*al tempo ottimale di cottura

Risulta quindi evidente come la produzione di alimenti gluten-free rappresenti ancora una
sfida tecnologica, in quanto molteplici sono i fattori che condizionano i processi produttivi
e molte le variabili da considerare per massimizzare la qualita dei prodotti. Tuttavia, combi-
nando in modo opportuno materie prime diverse e tecnologie appropriate ¢ possibile ottenere
prodotti che sempre pit soddisfano le attese dei consumatori, come ¢ dimostrato dalle molte-
plici referenze presenti sul mercato nazionale e internazionale.

UNA VALIDA “INTEGRAZIONE” DEI PRODOTTI PRIVI DI GLUTINE:
GLI PSEUDO-CEREALI

In aggiunta ai comuni cereali senza glutine, nelle formulazioni gluten-free possono essere
presenti farine derivanti dalla macinazione dei semi dei cosiddetti “pseudo-cereali”; i semi di
queste piante sono infatti privi di glutine, per cui possono essere impiegati nella produzione
di alimenti destinati ai consumatori celiaci. E noto che con il termine cereali si definiscono
le piante appartenenti alla famiglia delle Graminaceae. Vi sono altre piante, come il grano
saraceno (Polygonaceae), I’amaranto (Amaranthaceae) e la quinoa (Chenopodiaceae), che
non possiedono alcuna relazione botanica con i cereali propriamente detti (e che quindi non
possono definirsi tali), ma che presentano con essi strette analogie, soprattutto per la destina-
zione alimentare, e vengono pertanto definiti “pseudo-cereali”.
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I1 pir conosciuto degli pseudo-cereali ¢ senza dubbio il grano saraceno (Fig. 15), di cui
esistono diverse specie.

a)

W R e o 1.-!’ - Rpf
Figura 15 - Grano saraceno, con la lettera “b” viene indicato il grano saraceno decorticato.

Tra queste il Fagopyrum esculentum Moench (grano saraceno comune) ¢ il piu diffusamente coltiva-
to (Mariotti et al.,2007a). Il ciclo vitale molto breve (60-90 giorni) ne consente la coltivazione anche
in altitudine e lo rende altamente competitivo nei confronti delle altre colture. I suoi impieghi sono
molteplici: le piante sono utilizzate come foraggio o lettiera per il bestiame; 1’abbondante produzio-
ne di nettare lo rende particolarmente attraente per le api, che producono un miele di colore scuro e
dall’aroma forte e caratteristico. I semi (botanicamente acheni) vengono impiegati nell’alimentazio-
ne umana interi, dopo rimozione dei tegumenti (es. minestre, preparazioni dolciarie) o come sfari-
nato (in miscela con altri cereali, nella preparazione dei famosi pizzoccheri e di altri alimenti tipici).
La farina di grano saraceno ¢ piuttosto scura ed ha un aspetto tipico, poiché una parte dei tegumenti
eliminati durante la macinazione viene riaggiunta per rendere il prodotto pill caratteristico e nutri-
zionalmente pill interessante.

Dal punto di vista compositivo, I’amido ¢ il componente pill importante degli acheni di grano sara-
ceno e la sua concentrazione varia in funzione della cultivar considerata (nel seme integrale, dal 59
al 70% s.s). Il contenuto in lipidi varia tra1’1.5 ed il 3.7%, ma poiché la maggior parte di essi ¢ con-
tenuta nel germe, la farina ne contiene una quantita poco rilevante. Le proteine sono presenti nell’or-
dine del 7-21%, in funzione della varieta e dei fattori ambientali di crescita (solitamente, 11-15%)
e sono caratterizzate da un elevato valore biologico, essendo ricche di lisina. Molto importante ¢ la
presenza di rutina, composto noto per la capacita di contenere la fragilita capillare associata ad alcu-
ne malattie di tipo emorragico o all’ipertensione e di diminuire il livello di colesterolo nel sangue.
Elevato ¢ anche il contenuto in vitamine (specialmente By, B,, E).

In Italia viene tradizionalmente miscelato con farina per la produzione dei conosciuti “piz-
zoccheri” della Valtellina, dove, fino al secolo scorso (meta del ‘900) veniva ampiamente
coltivato.
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L’amaranto ¢ una pianta
erbacea annuale originaria del
Centro America (Fig. 16).

In epoca pre-colombiana i
semi di amaranto rappresen-
tavano un prodotto cosi fon-
damentale per I’alimentazio-
ne delle popolazioni locali
da diventare parte integrante
di rituali pagani e leggende
(Mariotti et al., 2007b).

Con il decadimento del-
le culture locali conseguente
alla colonizzazione spagnola,
I’amaranto cadde in disuso o venne addirittura bandito. Nonostante questo, alcune piccole
comunita continuarono a coltivarlo, permettendo cosi il suo perdurare e diffondersi in tutto il
mondo. Attualmente, I’amaranto viene coltivato a scopo commerciale in Messico, Sud-Ame-
rica, Stati Uniti, Cina, Polonia ed Austria.

I semi di amaranto sono piccoli (diametro medio: 1.0-1.5 mm; peso di 1000 chicchi: 0.6-
1.2 g), di forma lenticolare e di colore variabile dal bianco-crema al marrone. L’embrione, di
forma anulare, circonda completamente il perisperma amilaceo.

Figura 16 - Amaranto.

Dal punto di vista nutrizionale, i semi di A. hypochondriacus L. (il piu coltivato in Messico) conten-
gono il 15-20 % s.s. di proteine ricche di lisina (3.2-6.4 g/100g proteine contro 2.8-3.0 g/100g pro-
teine per il frumento), il 58-66% s.s. di amido, il 6-9% s.s. di fibra grezza ed il 6-8% s.s. di lipidi ad
alto grado di insaturazione. Particolarmente elevate sono le concentrazioni di calcio (250 mg/100g)
e ferro (15 mg/100g), che risultano, rispettivamente, 10 e 4 volte superiori a quelle del frumento. Le
dimensioni ridotte e la particolare morfologia del seme hanno una influenza fondamentale sulla tec-
nologia di trasformazione dell’amaranto; processi consolidati per altri cereali, quindi, non possono
essere trasferiti direttamente a questo materiale senza opportune modifiche.

Gli utilizzi dell’amaranto sono comunque molteplici: viene consumato come seme, dopo
cottura o soffiatura; viene macinato ed impiegato come farina; viene soffiato e macinato per
ottenere farina pre-gelatinizzata. In Messico, in particolare, si utilizza il seme soffiato e mi-
scelato con miele o melassa per produrre un dolce tradizionale ("Alegria™).

La quinoa ¢ uno pseudo-cereale originario delle regioni andine dell’ America del Sud.
Rappresentava un alimento importante nella dieta degli antichi Inca, tanto da essere
chiamata chisiya mama (“madre grano”), proprio per indicare il suo eccellente valore nu-
trizionale (Fig. 17).

E una pianta che cresce ad altitudini elevate, & resistente al gelo ed & in grado di svilupparsi
anche in regioni con scarse precipitazioni (Mariotti et al., 2007¢c). I maggiori produttori di
quinoa sono Bolivia, Perut ed Ecuador, ma se ne trovano coltivazioni anche in Brasile, Cile e
Colombia. Il frutto della quinoa ¢ un achene molto piccolo (diametro: 1.0 - 2.6 mm), di for-
ma cilindrica, conica o ellissoidale e di colore giallognolo, con occasionali variazioni verso
il magenta dovute alla presenza di pigmenti (beta-cianine).
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Figura 17 - Quinoa.

Per quanto riguarda la composizione, la quinoa possiede un elevato tenore in proteine (13-14%), ca-
ratterizzate da un buon quadro aminoacidico e da un elevato valore biologico, essendo molto ricche
in lisina. Rispetto al frumento, inoltre, la quinoa possiede una quota lipidica maggiore (5-10%) ric-
ca di acidi grassi insaturi; un tenore di fibra alimentare leggermente piu elevato (13.4%, di cui piu
dell’80% ¢ insolubile); un contenuto in sali minerali simile (2.8-3.4%) e particolarmente ricco in
magnesio, fosforo e ferro; un tenore in amido inferiore (52-69%); un quadro vitaminico interessante,
per la presenza di vitamine B (soprattutto tiamina e riboflavina) ed acido folico nonché per gli alti
livelli di tocoferoli (vitamina E) e gli interessanti quantitativi di vitamina C.

Tradizionalmente, la quinoa viene consumata in svariati modi e forme: la granella ¢ utiliz-
zata per minestre o preparazioni simili al risotto; la farina € usata per fare il porridge ed un pa-
ne piuttosto grezzo chiamato krispina; dalla fermentazione della guinoa, inoltre, si ottiene una
birra chiamata chicha.L’amido di quinoa, caratterizzato da un basso rapporto amilosio-ami-
lopectina, una bassa temperatura di gelatinizzazione, un’alta viscosita a caldo ed una buona
stabilita al congelamento-scongelamento, risulta un interessante addensante per le farciture.

Pane Krispina e Porridge di quinoa.
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GERMI + LATTE + LATTASI

L’ ENZIMA LATTASI (3-GALATTOSIDASI)

La-galattosidasi € un enzima ossidativo inducibile che partecipa al metabolismo glu-

cidico (sinonimi: lattasi, B-D-Galactoside
[-Lactosidase).

-galactohydrolase; [3-D-Galactopyranosidase;

Occupa un posto importante fra le
idrolasi.

Fa parte, insieme alla lattosio-permea-
si e alla transacetilasi, del sistema enzi-
matico responsabile della degradazione
del lattosio in glucosio e galattosio, se-
condo la seguente reazione chimica:

La [(-galattosidasi & un enzima intra-
cellulare e la sua presenza non & di per sé
sufficiente a conferire la capacita di idro-
lizzare il lattosio: a questo fine € necessa-

I catalizzatori biologici: G enzimi
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Lattosio + Acqua Galattosio + Glucosio

cifica, che trasporta il composto all’interno delle cellule (Carvalho-Silva & Spencer-Martins,
1990).

La sequenza amminoacidica della B-galattosidasi fu scoperta da Fowler et. al., 1970.

Il funzionamento ottimale dell’enzima richiede la presenza dello ione potassio (K*) e dello
ione magnesio (Mg*) ed un pH attorno a 6.8-7 4.

La massima concentrazione di [3-galattosidasi ¢ stata segnalata a +37°C, diminuendo rapi-
damente a temperature superiori a +40°C (Rech et al., 1999).

La lattasi ¢ impiegata in numerosi processi industriali, che prevedono I’idrolisi del latto-
sio presente nel latte (ad una concentrazione media del 4,7+4,9%), con lo scopo di ottenere:
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prodotti adatti per soggetti intolleranti al lattosio.

per evitare la cristallizzazione del lattosio nei gelati e nel latte condensato

per la produzione di galatto-oligosaccaridi biologicamente attivi impiegati quali pre-
biotici* (Swennen e Coll., 2006; Kukkonen e Coll., 2007).

W N =

E noto che essi esercitano una serie di ef-
fetti sul metabolismo batterico ed han-
no delle implicazioni positive sulla salute
(alleviamento della costipazione, miglio-
ramento dell’assorbimento dei minerali,
regolazione del metabolismo lipidico, di-
minuzione del rischio di cancro al colon,
trattamento dell’encefalopatia epatica,
modulazione del sistema immunitario, in-
fluenza sulla glicemia e insulinemia).

Su larga scala la lattasi ¢ ottenuta prevalentemente da microorganismi, in particolare da
ceppi di lievito o da muffe. Nei lieviti tale enzima ¢ localizzato all’interno delle cellule, a li-
vello periplasmatico (ossia tra la parete e la membrana cellulare), mentre nelle muffe ¢ pro-
dotto a livello extracellulare.

Tale caratteristica suggerisce impieghi di-
versi e, pertanto, nell’idrolisi del lattosio in
siero di latte o in latte acido si utilizzano pre-
valentemente lattasi di origine fungina, mentre
in latte o in siero in condizioni neutre, quelle
da lievito.

La lattasi trova impiego nelle applicazioni
tecnologiche in forma libera o alternativamente
in forma immobilizzata in fibre di acetato o di
alginato oppure intrappolata in silice porosa. I
principali impieghi della lattasi sono prevalen-
temente nel settore alimentare e, come enzima
digestivo, in preparazioni farmaceutiche.

| The immabissed
Ixotvse conweris

Alginate besds with
immaobibeed lactase
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La conversione del lattosio in galattosio e glucosio incrementa inoltre di circa 5 volte la
dolcezza relativa dell’alimento.

THE MILK EASY TO DIGEST

11 latte delattosato non é altro che un latte vaccino sottoposto ad idrolisi enzimatica del lat-
tosio; questo processo consente di ridurre le concentrazioni di lattosio fino al 70% della con-
centrazione iniziale. La produzione di latte delattosato sta acquisendo sempre maggior im-
portanza grazie all’elevato numero di consensi tra i consumatori.

Il processo chimico di idrolisi lattica a scopi industriali avviene mediante I’utilizzo di en-
zimi specifici, prodotti da alcuni microrganismi coltivabili su larga scala. Fra gli enzimi, i
pit utilizzati sono:

* Lattasi da LIEVITI — Microrganismo produttore: Kluyveromyces fragilis (marxianus)
» Lattasi da MUFFE — Microrganismo produttore: Aspergillus niger, Aspergillus (Rhizopus)
oryzae.

Per quanto il risultato finale sia lo stesso, il procedimento tecnologico-alimentare da ap-
plicare, qualora si utilizzi I’uno o 1’altro enzima, deve tener conto almeno di due fattori: pH
e temperatura. Le lattasi ottenute da lieviti agiscono infatti a pH neutro (6-7) e a temperatura
media, mentre quelle fungine agiscono in un mezzo acido (pH 3-6) e a temperature elevate.

La [3-galattosidasi prodotta da lieviti & la pil usata industrialmente per il trattamento del
latte, della panna e dei latticini, avendo un pH tra 6.5 e 7.0 (Santos e Coll., 1998).

IL MODELLO DI STUDIO DELL’ ESCHERICHIA COLI

N MILE TOBAY Alcuni §tudi hanno evidenziato che §sist0no ceppi batteri(?i normalment?
presenti nel latte (Streptococcus lactis, Lactobacillus casei, L. delbrueckii

o b . : S - . . -

! subsp. lactis o L. lactis) dotati di una lattasi. Si sa poi che alcuni ceppi di

= T batteri che elaborano dei prebiotici ad uso pediatrico nella prevenzione di

& ;‘ malattie allergiche alle lattasi (come Streptococcus thermophilus e Lac-

L tobacillus bulgaricus) sono in grado di resistere all’ambiente inospitale

’ dello stomaco e all’attivita della bile, rimanendo percio attivi durante il

m transito intestinale.

L’esempio piu interessante di demolizione del lattosio si trova in Escherichia coli, nel cui
DNA esiste un “sistema lac”, comandato da un “operone-lattosio” (www.uniba.it).
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L’operone-lattosio ¢ un complesso di geni strutturali. Si tratta di un sistema inducibile
dall’ambiente di crescita del coli, comandato da un OPERATORE, mantenuto inattivo, in
condizioni normali, da un REPRESSORE di natura proteica.

Se non ¢’ ¢ lattosio nell’ambiente, il REPRESSORE lega I’ operatore e la reazione non av-
viene.

Ma se il coli si trova in presenza di lattosio, una molecola induttrice (PROMOTORE) inat-
tiva il REPRESSORE e I’operone mette in azione i tre geni strutturali lac z, lac y e lac a, che
producono, rispettivamente, forti quantita di 3-galattosidasi, galattosio-permeasi e galattosi-
de-transacetilasi.

L’ RNA polimerasi, intanto, crea nei ribosomi un mRNA che fornisce informazioni al DNA
per codificare i tre enzimi, attraverso i geni z, y, a.

¢ Lac z codifica per I’enzima [3-galattosidasi, che ha due funzioni: scindere il disaccaride
lattosio in due monosaccaridi pitt semplici, il glucosio e il galattosio, utilizzati dal micror-
ganismo e guidare la conversione del lattosio in allo-lattosio.

* Lac y codifica per la lattosio-permeasi, un enzima che permette al lattosio di attraversare
la membrana cellulare del microrganismo.

* Lac a codifica per I’enzima transacetilasi, che aggiunge gruppi acetilici al lattosio non ap-
pena entrato nella cellula.

LIEVITI E MUFFE PRODUTTORI DI LATTASI

Kluyveromyces fragilis (K. marxianus; Saccharomyces lactis)

- ‘;;'_,' - Appartiene alla famiglia delle Saccharomycetaceae, un ge-
© . nere dilieviti chiamati Ascomiceti. Le ultime relazioni sulla
s tassonomia dei lieviti Kluyveromyces, invece di eseguire con-

" fronti di un singolo gene, impiegano 1’analisi di sequenze

- - r multigeniche per chiarire la filogenesi dei diversi ceppi e per
e ! costruire alberi filogenetici dei lieviti.

L’approccio sequenza-base ha avuto un profondo impatto

L - .
e sulla comprensione del genere Kluyveromyces; usando que-
sto metodo, _
si & dimostrato che il genere Kluyveromyces Kluyveromyces aesluarii
contiene solo sei specie, fra cui K. marxia- Kliyveromycas nonfementans
. s Kluyvaromycas wickerhami

nus si propone come specie-tipo. Kiuyveromyces lactis

L’ habitat naturale di Kluyveromyces ¢ Kiuyveromyces mandanus
vario, ma molti ceppi vengono isolati da lat- Kiuyveromyces dobzhanskil
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mentre quella sessuata inizia con la fusione per coniugazio-
ne di due cellule di tipo sessuale opposto (a e o).

A differenza di molti lieviti, tra cui S. cerevisiae (con il
quale ha molte caratteristiche in comune), nella maggior
parte dei ceppi di Kluyveromyces la fase diploide ¢ solo

transitoria.

te e derivati del latte. La sua caratteristica principale, molto
rara tra i lieviti, ¢ infatti la capacita di crescere in presenza di
lattosio, come unica fonte di carbonio, grazie ad una permea-
si specifica che trasporta lo zucchero all’interno della cellula
e una [3-galattosidasi, che lo scinde in glucosio e galattosio.
Il ciclo vitale di Kluyveromyces & costituito da una fase
aploide e una diploide. La
riproduzione asessuata av-
viene per gemmazione,

Le cellule diploidi, soprattutto quando vi e scarsita di nutrienti nel mezzo di crescita, van-
no incontro a meiosi e sporulazione spontanee, generando un asco contenente quattro spore
aploidi (da Enciclopedia Treccani.it).
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In laboratorio la specie Kluyveromyces mostra al microscopio cellule ovali o sferoidali
allargate, a gemmazione multipolare, Gram-variabili, tendenti all’aspetto dei germi Gram-

positivi.

Coltivato sui terreni batteriologici specifici per i lieviti, forma colonie che appaiono pa-

stose, granulari, color crema.
Non cresce in anaerobiosi.

Aspergillus niger

Al genere Aspergillus appartengono piu di 900 specie, ma so-

lo poche sono patogene, tra cui A. fumigatus (la piu frequente),
A.flavus, A. niger, A. nidulans, A. terreus.

L habitat prevalente ¢ il terreno.
Al microscopio A. niger si presenta con ramificazioni dicoto-

miche (ife settate), vescicole e prolungamenti (conidi). Le colo-
nie hanno un aspetto polveroso e sono di colore nero.
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Questa muffa ¢ nota come causa di malattie nei vegetali (uva, albicocche, cipolle, ara-
chidi) ed ¢ ubiquitaria, poiché cresce anche sui muri umidi
delle abitazioni.

Alcuni ceppi elaborano potenti micotossine, tra cui 1’ocra-
tossina A. Nell’'uomo pud provocare una malattia dell’apparato
respiratorio, nota come aspergillosi, specie negli orticultori che
inalano le spore. Altra malattia ¢ 1’otomicosi, che comporta per-
dita temporanea dell’udito ed eventuali danni al timpano.

Rhizopus oryzae

Il Rhizopus & un genere di muffe che si trova generalmente nel suolo e in alimenti dete-
riorati (frutta e verdura, pane).

Produce spore per via sessuale e anche asessuale. Le sporan-
giospore asessuali si formano dentro una struttura simile a una
capocchia di spillo, lo sporangio, e sono geneticamente identi-
che al loro genitore.

Le zigospore sono prodotte dopo la fusione di due miceli du-
rante la riproduzione sessuata e danno vita a colonie genetica-
mente diverse dai loro genitori.

Al microscopio R. oryzae mostra sporangiofori semplici o ra-
mificati in gruppi di 3 o piu elementi, di forma globosa oppure
ovale. Gli sporangi sono globosi, spesso con una base piatta, grigio-neri, di aspetto polveroso
e con molte spore.

Le colonie su Sabouraud Dextrose Agar crescono a tempe-
ratura ambiente (+25 °C) con estrema velocita, hanno un dia-
metro di 5-8 mm, inizialmente sono di colore bruno e succes-
sivamente grigio-nero, in seguito a sporulazione.

Alcune specie di Rhizopus possono colpire I’'uomo e gli ani-
mali, provocando forme di zigomicosi, con infezioni serie e
anche fatali a causa del rapido ritmo di crescita.

COLTURE TRADIZIONALI DI LIEVITI E MUFFE

(1) Pesata deglt ingredienti del terreno, (2) regolazione del pH, (3) sterilizzazione in autoclave,
(4) distribuzione finale.
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Autoclavi orizzontali di sterilizzazione a vapore  Filtrazione di terreno colturale attraverso filtri
sterilizzanti Seitz EKS;

TERRENI PIU COMUNEMENTE USATI PER LIEVITI E MUFFE
(nelle foto sono rappresentate, da sinistra a destra, piastre con colonie di lieviti e di muffe)

OGYE Agar Base

Formula del terreno di base (per 1 litro):
Estratto di lievito 5.0

Glucosio 20.0

Agar 13.0

Supplementi antibiotici:

Oxytetracycline Antimicrobic Supplement: Ossitetraciclina
HCI 50 mg

Gentamycin Antimicrobic Supplement: Gentamicina sol-
fato 25 mg

PREPARAZIONE DEL TERRENO

A. Oxytetracycline Glucose Yeast Extract Agar
Sospendere 19 g di OGYE Agar Base in 500 ml di acqua
distillata fredda; portare ad ebollizione sotto agitazione ed
autoclavare a 115°C per 15 minuti. Raffreddare a 50°C. Ri-
costituire con le precauzioni dell’asepsi Oxytetracycline
Antimicrobic Supplement con 5 ml di acqua distillata sterile ed addizionarla al terreno di
base; concentrazione finale 100 mg/1.

B. Oxytetracycline-Gentamicin Glucose Yeast Extract Agar
Sospendere 19 g di OGYE Agar Base in 500 ml di acqua distillata fredda. Portare ad ebol-
lizione sotto agitazione ed autoclavare a 115°C per 15 minuti. Raffreddare a 50°C. Ricosti-
tuire con le precauzioni dell’asepsi Oxytetracycline Antimicrobic Supplement con 5 ml di
acqua distillata sterile e Gentamicin Antimicrobic Supplement con 5 ml di acqua distillata
sterile ed addizionarli al terreno di base. Concentrazioni finali degli antibiotici: ossitetra-
ciclina 100 mg/l, gentamicina 50 mg/l. pH finale = 6.6 + 0.2.
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Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar

Formula per 1 litro:

Estratto di lievito (Yeast Extract) ..........co....... 50¢g
Glucosio 200¢g
Cloramfenicolo 0lg
AGAT oo 130¢g

pH finale =6.6 £ 0.2
Sterilizzazione in autoclave a 121°C per 15 minuti

Dichloran Rose Bengale Chloramphenicol Agar (DRBC)

Formula del terreno di base (g/L):
Idrolisato enzimatico di tessuti animali e vegetali 5
Glucosio (C¢H;,04) 10

Potassio diidrogenofosfato (KH,PO,) 1

Magnesio solfato (MgS0O,.H,0) 0,5

Dichloran (2,6-dichloro-4-nitroanilina) 0,002

Rosa bengala 0,025
Agar 15

PREPARAZIONE DEL TERRENO

Sospendere 15.5 g in 500 ml di
acqua distillata fredda e porta-
re ad ebollizione per sciogliere
completamente la polvere. Ri-
costituire il supplemento conte-
nente cloramfenicolo ed aggiunger:
lo al terreno. Sterilizzare in autoclave a

121°C per 15 minuti. Raffreddare ad un temperatura inferiore a 50°C in bagnomaria ter-
moregolato tra 44 a 47°C.

Mescolare e distribuire a 15 ml in piastre di Petri sterili. Conservare il terreno al riparo della
luce. pH finale =5.6 £ 0.2

Sabouraud Dextrose Agar

Formula (g/L):

Idrolisato peptico di tessuto animale 5
Idrolisato pancreatico di caseina 5
Glucosio 40

Agar 15

PREPARAZIONE DEL TERRENO

Sospendere 65 g di polvere in 1000 mL di acqua distilla-
ta fredda.

Portare ad ebollizione sotto agitazione ed autoclavare a
121°C per 15 minuti. Non eccedere nei tempi e nelle tem-
perature di ebollizione e di sterilizzazione. pH finale = 5.6
+0.2
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PRODUZIONE DELLA LATTASI

Fating right. Feeling great.
Lactose Free Dairy

Al di fuori della coltivazione su terreni solidi largamen-
te praticata in passato (ad esempio, in bottiglie di Roux),
esiste la possibilita di far sviluppare un microrganismo,
sotto forma di biomassa, in terreno liquido, entro sistemi
chiamati “fermentatori”. Si tratta di apparecchi formati es-
senzialmente da un recipiente termostatato (fank), dotato
internamente di pale per I’agitazione del liquido di coltu-
ra (impeller) e di un diffusore per distribuire 1’ aria o altri
gas (sparger).

Una strumentazione accessoria consente di controllare
in via manuale o automatica I’andamento del processo at-
traverso sensori di controllo in grado di monitorare e quin-
di di provocare la regolazione in continuo di tutti i parame-
tri richiesti: temperatura, pH, concentrazione di ossigeno (o
di aria), pressione (che si origina in seguito ad attivita fer-
mentative).

In aggiunta sono previsti nel fermentatore s
dei passaggi ermetici sterilizzabili per introdur-
re soluzioni (brodo di coltura, antischiuma) o so-
spensioni (microrganismo da far crescere), co-
me pure per il prelievo di campioni dal brodo di
coltura, in modo da verificarne in laboratorio la
sterilita o la concentrazione dei microrganismi
sviluppati, accanto ad eventuali prodotti della
fermentazione.

La preparazione del fermentatore inizia con il
lavaggio dell’impianto (mediante acqua fredda,
acqua calda con detersivo antitossico) e oppor-
tuni risciacqui fatti con acqua demineralizzata,
seguiti da sterilizzazione, che si effettua mediate
passaggio di vapore fluente (generalmente pro-
dotto da un’ autoclave esterna) per tempi propor-
zionali al volume dell’apparecchio e comunque non inferiori a 3-4 ore.
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Infine si ha I’immissione del terreno liquido di coltura, introdotto nel fermentatore sotto
pressione positiva previo passaggio attraverso filtri sterilizzanti (tipo Seitz EKS; o Millipo-
re®) e dell’antischiuma, sterilizzato a parte in autoclave e aggiunto in proporzione dell’1%o
sul terreno.

Dopo un controllo di sterilita dell’intero sistema, allestito mediante prelievo di un campio-
ne di terreno da incubare in termostato per 18-24 ore a +37°C, avviene |’ inoculazione del mi-
crorganismo da moltiplicare (in proporzione del 2 - 6 % sul volume del terreno). L’inoculo, in
sospensione acquosa concentrata, deriva generalmente da matrici liofilizzate, accuratamente
controllate per purezza e per sterilita del diluente in cui vengono disciolte.

Nel caso di colture che esigono la microaerofilia o 1’anaerobiosi, 1’agitazione & ridotta al
minimo e al posto dell’aria viene immessa, rispettivamente, una miscela di anidride carboni-
ca o di azoto.

Dopo un certo periodo (solitamente dell’ordine di
piu giorni) si raggiunge la quantita desiderata (in nu-
mero, o in peso) di microrganismi in rapporto al volu-
me del fermentatore e al tipo di processo (fase vegeta-
tiva), che nella pratica industriale si distinguera dalla
successiva fase di messa in produzione, dove i micror-
ganismi non cresceranno ulteriormente in numero, ma
eventualmente, sotto 1’influenza di condizioni ambien-
tali diverse, effettueranno le biosintesi desiderate.

La raccolta del prodotto puo essere totale (produzio-
ne per partita o batch fermentation) o parziale, quando
si lascia nel fermentatore una quantita di coltura che
funzionera da semina nei confronti di un successivo
rabbocco con terreno fresco (fermentazione in conti-
nuo, feed-back fermentation).

In questo caso la crescita del microrganismo viene mantenuta sempre in fase logaritmica.
La fermentazione in terreno liquido (submerged fermentation, SmF') avviene in tank che pos-
sono contenere, su scala industriale, anche 1000 o 2500 litri e rappresenta la tecnica ideale
per moltiplicare organismi unicellulari, come batteri e lieviti. Applicare questa tecnica a fun-
ghi filamentosi darebbe luogo a qualche difficolta, in quanto le muffe si sviluppano in forma
vegetativa, generando ife o filamenti ramificati pluricellulari, che sviluppando un micelio in
terreno liquido generano abbondante viscosita, riducendo la solubilita dell’ossigeno, mentre
I’agitazione rompe le cellule aumentandone la mortalita.

In natura, infatti, le muffe crescono sul terriccio o altri
substrati organici, decomponendo le sostanze vegetali in
condizioni naturali di aereazione.

E nata quindi la tecnica di fermentazione in stato solido
(solid state fermentation, SSF), che favorisce lo sviluppo
ottimale dei funghi filamentosi, permettendo al micelio di
diffondere sulla superficie del substrato solido, sul quale
I’aria puo fluire.

Questo procedimento consiste nel depositare un substra-
to colturale solido, come riso o germe di grano su palline
piatte infettate con il microrganismo da moltiplicare e incu-
bare il sistema a temperatura controllata per alcuni giorni.
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SSF Typical process characteristics (MADEP. SA)

Downstream processing: None or centrifugation for many applications
Duration: 1 to 5 days

Aeration: 0.5 to 5 vessel volumes per hour

Agitation: Intermittent or constant rotation

Moisture content: 50 to 85%

Temperature: 5 to 95 C

Inoculation: 1 to 20% (w/w) of fungi suspension

Liquid Medium: Basic Mineral Medium

Solid Matrix: Rice bran, sawdust, sugar beet pulp, etc.

Lo scopo della tecnica SSF ¢ di coltivare il microrganismo (puro o misto) in intimo con-
tatto con il substrato per assorbire la massima quantita di sostanze nutritive, per cui esistono
varianti del metodo che prevedono coltivazione su supporti inerti impregnati di terreno liqui-
do. La SSF ha facilitato la produzione di sostanze innovative di alto valore commerciale, co-
me mangimi arricchiti di proteine, etanolo, enzimi ricavati da funghi, tanto da sostituire I’'im-
piego della SmF (Bhargav S. e Coll., 2008).

Fose siozionang

Rallemiamanta Do aacdirman ey

= Crescite
ssponenzale
allimitata
., Acceleroziorne
Lak=rco

Tempo

Schema di crescita dei microrganismi in fermentatore (processo in batch)

(da www.chimica.cannizzaro.it)

La velocita di moltiplicazione delle cellule microbiche nei fermentatori é rappresentata
dall’equazione di MONOD:

Cs
U =umax x
Ks + Cs

Dove u significa la variazione del numero di microrganismi, Cs la concentrazione
del terreno in g/l, umax la velocita di accrescimento massima per ora, Ks la costante
di affinita fra microrganismi e terreno (espressa in ppm)
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SCHEMA DI BIOREATTORE {Le Scienze - n. 159, novembre 1961)

VAP —

AGOAMTA D CATALITFATORE
O BOSTANDE NUTRITIVE

ml—!ﬂ:q

REGISTRATORE
E CONTROLLD DEL 6H

TUBD D1 FASCOLTA
D CAMPICAS

FECUSTAAT ORE
E CORTROLLO
DELLA TEUSERLTURL

Schema di fermentatore per produzioni in terreno liquido (submerged fermentation,
SmF, da Scienza)

generatore di vapore antischiuma sterile filtro Seitz EKS1
aggiunto nel tank filtrazione del terreno
sterilizzazione del sistema nel fermentatore

controllo sterilita del fermentatore
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aria compressa sterile

Infezione del fermentatore

processo di fermentazione

e%"%
® M@
55 . .af
®s00®

controllo della temperatura, del pH e della velocita di rotazione

Vi i
¥ s

— —

Schema di un ciclo (batch) di fermentazione (submerged fermentation, SmF')

TECNICHE DI PRODUZIONE DELLA LATTASI IN FERMENTATORI

Nota introduttiva

Le esperienze degli Autori di seguito
riportate, desunte dalla letteratura,
sono state realizzate in impianti-pi-
lota di limitate dimensioni e pertan-
to le informazioni qui contenute non
si possono estendere a produzioni
industriali su larga scala.

Nella foto a fianco: unita di 4 fer-
mentatori (capacita di ciascuno = 5
It) a trasmissione magnetica e velo-
cita variabile per colture in sospen-
sione di microrganismi e produzione
di biomasse — Istituto Zooprofilatti-
co Sperimentale della Lombardia e
dell’Emilia-Romagna di Brescia, Di-
partimento di Batteriologia - Progetto
e costruzione OLSA, Milano, 1981.
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Produzione in biomassa di lievito Kluyveromyces lactis (K. fragilis, Saccharomyces fra-
gilis) - Metodo SmF in batch descritto da Dagbagli S. e Coll.(2008).

1 — Semina del ceppo in provette di terreno solido (Yeast Malt Agar) a becco di clarino (slant)
avente la seguente composizione (g/1):
glucosio 10, estratto di lievito 3, estratto di malto 3, peptone 5, agar-agar 20, acqua demine-
ralizzata ml 1000. pH finale = 6.0 + 0.2, sterilizzazione in autoclave a 121°C per 15 minuti.

2 — Incubazione delle provette in termostato per 2 giorni a +30°C

3 — Trapianto da coltura (sviluppata su terreno solido) in brodo avente la seguente composi-
zione (g/1):
lattosio 30, estratto di lievito 1, potassio fosfato bibasico K,HPO, 2, ammonio fosfa-
to biacido NH4H,PO, 1, ammonio fosfato monoacido (NH4),HPO, 1, magnesio solfato
MgS0O,.7H,0 0.1, acqua demineralizzata 1000 ml. pH = 7.0; sterilizzazione in autoclave
a 121°C per 15 minuti.

4 — Incubazione delle colture in brodo per 2 | ' e ':b:”: e
giorni a +30°C _ 8 o .

5 — Inoculazione della brodo coltura-starter &; rd B
nel fermentatore, preparato con lo stesso | zs _,-/ 3
terreno liquido, nella proporzione del 2% : ’,‘

di semina (v/v). TR P

6 — Ciclo di fermentazione a +30°C per 48 ore BN NN T TR YT

alla velocita di 200 rpm e pH 7.0 Raidacs i

Produzione in biomassa di lievito Kluyveromyces lactis (K. fragilis, Saccharomyces fra-
gilis) - Metodo SmF feed-back descritto da Lukondeh T. e Coll. (2005)

Il ceppo di lievito viene seminato in 50 ml di Brodo-lattosio* incubato a +30°C per 14 ore
su agitatore a 180 rpm. Viene allestito un trapianto in 90 ml dello stesso brodo, incubato per
altre 24 ore e quindi usato per inoculare un fermentatore da 3 litri, con uguale terreno.

Il ciclo iniziale di fermentazione avviene a +30°C con pH = 5.0, aria immessa al 20% sul
volume del terreno e agitazione a 200 rpm.

I cicli successivi alle 24 ore sono caratterizzati dal prelievo di 2 litri di biomassa ad inter-
valli di 2 ore, sostituiti con pari volume di terreno fresco. La resa era mediamente valutabile
in 2.9 g di cellule/litro di terreno.

* Terreno Brodo-lattosio contenente (g/1): lattosio
10, solfato d’ammonio (NHy), SO,4 5, magnesio
solfato MgS0O,.7H,0 2, potassio fosfato mono-
basico KH,PO, 4, estratto di lievito 2, acqua de-
mineralizzata ml 1000.

Filtrazione del terreno direttamente nel fermen-
tatore attraverso filtri sterilizzanti Seitz EKS;

160



Produzione in biomassa di Aspergillus niger (submerged fermentation, SmF) secondo
Oskoma C.E. e Coll. (2005)

Il terreno di fermentazione deve contenere sostanze apportatrici di carbonio, azoto rica-
vabili da farine vegetali e trace di elementi utili per la crescita, ad esempio zinco, rame, fer-
ro. Altri terreni contengono farina di frumento, riso, lievito di birra, proteine di soia, dige-
rito di caseina.

L’ inoculo viene effettuato al 2% (v/v) rispetto al brodo nel fermentatore partendo da
una coltura di 7 giorni di Aspergillus niger sviluppata su terreno solido Potato Dextrose
Agar (PDA)**,

Il processo di fermentazione avviene a 28+2°C con 120 rpm di rotazione per 8 giorni.

Dopo la crescita in fermentatore, le cellule vengono estratte con acqua e il prodotto finale
concentrato mediante adsorbimento su silicato d’alluminio (bentonite) (Production of acid-
active lactase, brevetto US 3620924 A).

» Composizione del terreno di fermentazione (g/1): solfato d’ammonio (NH,), SO, 2, potassio fosfato monobasico
KH,PO, 1, magnesio solfato MgSO,.7 H,0 0.5, zinco solfato ZnSO,.7 H,O 1, RBM* fino a 1 It

* RBM (rice bran medium): sospensione acquosa al 2% di riso tritato in polvere, filtrata su garza e autoclavata a
121°C per 15 minuti
pH del terreno = 3.5
Sterilizzazione in autoclave a 121°C per 15 minuti

** PDA (Potato Dextrose Agar)

Potato Infusion from 200 g ........cccoccvuvvrnerirnciinenns 4 g*
DEXIIOSE ..o 20g
AGAT oo 15¢

* 4.0 g of potato extract is equivalent to 200 g of infusion from potatoes.
Final pH: 5.6 £ 0.2 at 25°C

1. Suspend 39 g of the medium in one liter of purified water.
2. Heat with frequent agitation and boil for one minute to completely dissolve the medium.
3. Autoclave at 121°C for 15 minutes.

Produzione in biomassa di Rhizopus oryzae (solid state fermentation, SSF) secondo
Ghosh B. e Coll. (2011)

La muffa viene seminata su piastre di Potato Dex-
trose Agar (PDA) da incubare a 28-30°C per 48 ore.
L’inoculo viene preparato tagliando dischi di terreno
del diametro di 0.5 cm da usare per infettare il terreno
BM* completamente disidratato in contenitori sterili.

Dopo incubazione in SSF, la crescita viene raccol-
ta a differenti intervalli, umidificando il substrato con
diluente sterile ed omogeneizzando il prodotto finito.
* Terreno BM (Basal Medium) — Composizione (g/1t): peptone

0.9; (NH,), HPO, 0.4; KC1 0.1; MgS0,.7 H,0 0.1 e amido
0.25. (pH =8.0).
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CONTROLLI DI PRODUZIONE

Determinazione della concentrazione di -galattosidasi

Il substrato & 2,5 mg/ ml di orto-nitro-fenil - § — D- galattopiranoside (ONPG) in 0.2 M di
tampone fosfato a pH 6.5

Poiché la [3-galattosidasi nei lieviti ¢ un enzima intracellulare, & necessario rompere le cel-
lule prima di analizzare la quantita di enzima prodotto. Esistono diversi metodi (fisici e chi-
mici) per questo scopo.

Il metodo con alcool isoamilico prevede la preparazione di una sospensione contenente
10-20 mg di cellule (peso secco) in 5 ml di tampone fosfato 0.2 M a pH 6.5 da mescolare con
5 ml di alcool isoamilico. Dopo diluizione fino a 25 ml con lo stesso tampone fosfato, la mi-
scela va posta su agitatore per 15 minuti a temperatura ambiente per rendere permeabile la
membrana cellulare e consentire la fuoruscita dell’enzima {3-galattosidasi.

1 ml di coltura cellulare, pre-trattato con alcool isoamilico come sopra, viene aggiunto a 4
ml di substrato e incubato a +37°C per 15 minuti.

La reazione viene bloccata aggiungendo 1 ml di sodio carbonato in soluzione acquosa al
10%

L’orto-nitro-fenolo (ONP) liberato dalla B-galattosidasi viene misurato allo spettrofoto-
metro a 420 nm, considerando un coefficiente d’estinzione di 4.2371 ml micro-mol! cm™.

Un’ unita di attivita enzimatica ¢ definita la quantita di enzima che libera 1 micro-mole di
ONP per minuto nelle condizioni della prova. L attivita specifica (U g') ¢ definita come il
numero di unita di lattasi per grammo di biomassa cellulare.

Concentrazione della biomassa ﬁ
20 ml di brodocoltura vengono centrifugati a 4000 g per 20 mi- .
nuti, seguiti da essicamento delle cellule a +80°C per una notte. La g% .
. . . 1 J
valutazione viene fatta in questo caso per pesata. “ iy

La determinazione della concentrazione di cellule (sviluppate du-
rante e a fine ciclo) pud essere fatta mediante misurazione della tor-
bidita con uno strumento (ad esempio, il tor-

— mremon e bidimetro Lange). La torbidita del campione
wasmaza i, S e [I in sospensione viene letta e confrontata con
@D oo == 1 valori di una curva standard, costruita at-

= o |] D traverso la semina di un ceppo di referenza,
ﬂ s M mmmwms  Opportunamente diluito, su piastre di un ter-
= reno batteriologico appropriato.
e

CONTEGGIO DELLE CELLULE DI LIEVITO CON SPETTROFOTOMETRO

Il numero di cellule di un lievito puo essere determi-
nato allestendo, da una coltura del medesimo, una so-
spensione acquosa su cui misurare la torbidita con uno
spettrofotometro. La densita ottlca (OD) o assorbanza (ri-
spetto alla luce trasmessa) che lo strumento legge ¢ pro-
porzionale al numero delle cellule presenti nel campione.

E necessario avere a disposizione una “curva stan-
dard” di confronto, cio¢ un grafico che riporta in ascissa
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la densita ottica (OD) e in ordinata il numero di cellule determinato mediante il metodo clas-
sico delle diluizioni e della conta su piastra.

Conta su piastra

Si prepara una sospensione densa in diluente fisiologico partendo da un ceppo di lievito
noto (riferimento) e da questa si fanno derivare quattro diluizioni decimali (1 + 9 ml) dello
stesso diluente, previa opportuna miscelazione su vortex.

Ciascuna diluizione viene seminata a ml 0,1 (in doppio) su piastre di terreno YPD da in-
cubare a +30°C per 96 ore in termostato. Dal conteggio delle colonie sviluppate si ottengono,
applicando la formula sotto riportata, quattro valori (N), da collocare in ordinata sul grafico:

3 /C
N=
V (n, +0,1n,) d

> /C = somma delle colonie nelle piastre considerate

V = volume dell’inoculo seminato

n; = numero delle piastre considerate, per la prima diluizione
n, = numero di piastre considerate, per la seconda diluizione
d = fattore di diluizione corrispondente alla prima diluizione

>

Sample o
1mi be counted
Dilustion =
1 mil 1 mil 1 mil 1mi 1 mi

>
r M ¥ M M

B-ml
Broik

10 100 10t 1m0t 1/10° 1108
ar ged o oy peh o e

Plate 1-ml samples

.-11]

OO0

159 17
Too many colonies colonies  colonies  colonies  colonies
o count

159 x 10° = 159 x 10°

Plate  Dilution Cells [calony

count  factor forming umits) per
milliliter of original
sample
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Spread-plate method
e P ; Surface
' Incubation colonies
P — LY [ = a
Sl — /|
——— -
Sample is pipetted Sample is spread evenly over Typical spread-plate
onto surface of agar surface of agar using sterile results
plate (0.1 ml or less) glass spreader
Pour-plate method B Sibdette | Sarface
h } g . Incubation colonies colonies
f - Y [ - '\-r'.,.-—- e, 5 Al
= i Yy : F=l PR s 3 gL
S T S T ' -/
Sample is pipetted Sterile medium is added and Typical pour-plate
into sterile plate mixed well with inoculum results
Faguea B 10 Brack Biakagy of Micrearganisms 1158
& FBE Pearsan Premiioe Hall, Ine.
Determinazione della densita ottica allo spettrofotometro
stk Introdurre in cinque cuvette dello
T SR X spettrofotometro, rispettivamente, ml 1
i i L] . . .
" YON A di diluente (chiamato BIANCO) e ml
— |I’,HI .|\|R |v.~x-; o i
| &_I [ .._v ~ 1 di ciascuna delle quattro diluizioni
r | G e —

|‘_, Y 7 (chiamate standard 1,2,3, 4).

- ® Leggere la densita ottica con lo stru-

Light Meter: Slonoc : Light Sou 3

I e \= . : ¥ ,.:IT;_'W:;.?:',‘?E ight Souroe mento a 600 nm. Il BIANCO dovra

A= =leglT 100 Sumple Y corrispondere a 0, mentre le altre lettu-
re saranno comprese fra0 e 2.

I valori degli standard 1,2, 3,4 vanno collocati in ascissa sul grafico.

Costruzione della curva standard e determinazione di OD di un campione

Specchio |

Unendo sul grafico i quattro punti di lampads elogera
densita ottica con i corrispondenti quat-
tro valori del numero di cellule, si dise-
gna la retta chiamata “curva standard”, — sacecrin 3
con la quale confrontare le letture dei
campioni ignoti per desumerne la con-
centrazione. Ad esempio, come nel gra-
fico seguente:

e Findditwn irgradse hice
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Nella conta dei lieviti, se in bassa concentrazio-
ne, pud essere impiegato il metodo microscopico,
che offre risultati immediati pur con notevole ap-
prossimazione.

@
i
«
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ANALISI SU ALIMENTI
(che possono contenere lattosio o glutine)

Allevamento a Muravera, Sardegna 2015*

ANALISI CHIMICHE ED IMMUNO-ENZIMATICHE

Test di laboratorio per la determinazione della concentrazione di lattosio

A) Metodo colorimetrico (Miller, 1959)
Reagenti:
- Campione in esame (ad esempio, latte) 20 g
- acido acetico al 10%
- Reattivo di Fehling 10 ml (composto da 5 ml
NaOH e tartrato di Na e K + 5 ml CuSO,)
- Blu di metilene in soluzione acquosa 1%, q.b.
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Procedimento

Pesare esattamente 20 g del campione in un matraccio tarato da 100 ml ed aggiungere 50
ml di acqua.

Scaldare in un bagnomaria tenuto a 40°C ed aggiungere, goccia a goccia, acido acetico al 10%
fino alla completa precipitazione delle sostanze proteiche e grasse presenti nel campione.
Lasciare raffreddare, portare a volume con acqua, agitare e filtrare.

Nel filtrato determinare il lattosio con il metodo del Fehling.

In una beuta aggiungere 5 ml di soluzione A + 5 ml di soluzione B esatti del reattivo e di-
luire con circa 40 ml di acqua distillata.

Portare ad ebollizione e titolare con la soluzione di lattosio ottenuta con I’operazione di fil-
trazione. La titolazione deve avvenire lentamente, goccia a goccia, agitando e mantenendo
la soluzione ben calda, quasi ad ebollizione, aggiungendo alcune gocce di blu di metilene
per riconoscere meglio il punto di viraggio.

Quando il colore azzurro del reattivo di Fehling si attenua, fino quasi a scomparire, inter-
rompere 1’operazione e procedere a scaldare la soluzione all’ebollizione per 6 minuti.

Calcolo

Poiché sappiamo che 10 ml di reattivo di Fehling vengono ridotti da 0,0676 g di lattosio,

la % di tale zucchero riducente presente nel campione sara data da:

0,0676 x 5 x 100
a

LATTOSIO % =

dove a = ml di filtrato contenente lattosio occorsi per la riduzione di 10 ml di reattivo
di Fehling

B) Metodo per HPLC* (High Performance Liquid Chromatography)

ISTITUTO SUPERIORE DI SANITA - Me-  HPLC System

todi di analisi utilizzati per il controllo chimico

degli alimenti - Raccolta a cura di Massimo Bal-
dini, Fabio Fabietti, Stefania Giammarioli, Ro-
berta Onori, Leucio Orefice e Angelo Stacchini
- Laboratorio Alimenti, Rapporto Istisan 96/34

1.

. Principio del metodo: gli zuccheri sono

. Reattivi - 3.1 Acetonitrile/acqua (60:40)

| Solvent

HPLC Column

Injector

Campo di applicazione: il metodo & applica-
bile ai cereali e ai prodotti derivati. Il metodo
¢ stato messo a punto per le matrici indi-
cate, ma risulta applicabile anche ad altre
matrici alimentari.

Pump Detector gt B

estratti dal campione con una miscela di
acqua e acetonitrile in bagno ad ultrasuo-
ni. La separazione e la determinazione
sono eseguite mediante HPLC, utilizzan-
do una colonna cromatografica specifica;
la rivelazione viene effettuata mediante
Rivelatore ad indice di rifrazione o Ri-
velatore UV.

3.2 Soluzioni standard di zuccheri in
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acetonitrile/acqua (1:1).- Fruttosio, glucosio, saccarosio e rnaltosio 3.3 Fase mobile ace-
tonitrile/acqua (75:25) (solventi per HPLC RS — PLU)

4. Apparecchiatura - 4.1 Macinino da laboratorio 4.2 Bilancia analitica 4.3 Bagno ad ultra-
suoni 4.4 Agitatore magnetico 4.5 Carta da filtro a pieghe 4.6 Cromatografo liquido ad
alta risoluzione 4.7 Colonna analitica per HPLC amminica Carbohydrate Analysis Waters
Millipore® o equivalente. 4.8 Rivelatore ad indice di rifrazione 4.9 Rivelatore W (A =190
nm) 4.10 Registratore integratore

Procedimento

Estrazione - Estrarre 10 g del campione finemente macinato con 100 ml della miscela 3.1
in bagno ad ultrasuoni per 30 minuti. Mantenere il campione sotto agitazione costante per 3
ore. Iniettare 1 estratto filtrato in HPLC.

Determinazione cromatografica - Predisporre la pompa dell’ HPLC ad un flusso di circa
1.0 ml/min ed utilizzare la fase mobile (3.3). Costruire una curva di calibrazione mediante
soluzioni di lavoro. Controllare la riproducibilita della curva di calibrazione ed Iniettare un’
opportuna aliquota del campione ottenuto in 5.1.

Espressione dei risultati - 11 contenuto dei singoli carboidrati del campione, espresso in
percentuale, é calcolato in base alla seguente formula: Zucchero (g/100 g) = (Ac /As) x Ms
/ Mc x 100, dove: Ac = area del picco del campione, AS = area del picco dello standard, Ms
= quantita di standard iniettata espressa in g; Mc = quantita di campione iniettata espressa
in g. L’area del picco dello standard, utilizzata per il calcolo deve essere comparabile quel-
la del campione.

* GROSSIM., MICCO, C., CHIRICO, M. ARNALDI, C. Determinazione degh zuccheri in sfarinati di frumento te-
nero mediante GLC e HPLC. Rivista della Societa Italiana di Scienza dell’ Alimentazione 1985,/4 (6): 429 -434.

TEST DI LABORATORIO PER GLIADINE E PROLAMINE

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyamide Absorbent Gel Electrophoresis)

P = Laemmli UK, Cleavage of structural proteins during the assembly of the he-
. ad of bacteriophage T4, Nature 1970, 5259: 680-685 (Biochimico, Universi-
ta di Ginevra)

¥
LA
\f' =z L’elettroforesi ¢ una tec- Cathode
T 'ﬂj ' nica che permette di separa-

re, mediante 1’applicazione

di un opportuno campo elettrico, moleco-
le presenti in soluzione sotto forma di spe-
cie elettricamente cariche. La separazione
si basa sulla differente velocita di migra-
zione di queste specie cariche, che possono
essere amminoacidi, peptidi, proteine, nu-
cleotidi, acidi nucleici.

Well — Buffer
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Nell’elettroforesi in presenza di SDS (tecnica di Laemmnli, 1970), le proteine sono dena-
turate mediante 1’aggiunta del detergente sodio dodecil solfato (SDS) conferendo a tutte una
carica netta negativa. Interagisce con le proteine in un rapporto costante di circa 1.4 grammi
di SDS ogni grammi di proteina. Le cariche negative dell’SDS mascherano la carica intrinse-
ca della proteina conferendo ad esse un rapporto carica/massa simile. La separazione delle
proteine avviene quindi mediante filtrazione su gel di poliacrilammide (PAGE) in base al

loro differente peso molecolare (da

° ° Je http://www.scienzeascuola.it/laborato-

ol 2L % / rio/biologia/409-elettroforesi-di-pro-

svs ot / teine-sds-page).

PS % ) Effect of SDS on the conformation
©e° / / and charge of a protein (da http://www.
bio-rad.com/it-it/applications-technolo-

gies/protein-electrophoresis-methods)

Wit

l
{ S

| ]
L

-

Tracciato elettroforetico di proteine in SDS-
PAGE (da www.unipa.it)

RP-HPLC (Reverse Phase High Performance Liquid Chromathography)

La tecnica RP-HPLC sfrutta le intera- .
zioni idrofobiche tra le molecole protei- koo dogruubasmispo prana s sgsicssslr oo bpoonls
che e la matrice cromatografica conte- ™" M m s s utome dmueres "
nente gruppi idrofobici (ad esempio, C4,

C8, C18). I gruppi apolari delle proteine 4
interagiscono IJ
con la matrice o

idrofobica. L’e- [
luizione viene & =
effettuata au- [ﬁ
mentando 1a Cidh gl s eredr et ald i Tl e @ L rigedop BRETS deilla sapae 3dbeve o s feseral
percentuale de]l e disemsne

solvente apolare in maniera tale che le proteine piu idrofiliche ven-

gono eluite prima. I sistemi di solventi comunemente utilizzati so-
no: acqua + 0.1% TFA/acido formico in fase acquosa, acetonitrile
in fase organica.




LC-ESI-MS/MS (Liquid Chromatography - Electro Spray lonisation - Massa/Massa)
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Evaporation of lons in Electrospray lonization (ESI)

La tecnica ESI (Electro Spray lonisation) ¢ stata inventata dal chimico statunitense John
Bennett Fenn che ha ottenuto nel 2002 il premio Nobel.

Si usa abbinata alla spettrometria di massa (ESI-MS) per produrre ioni, adoperando un
elettrospray generato applicando un elevato voltaggio ad un liquido.

Permette quindi di raccogliere le informazioni racchiuse in una soluzione dopo trasforma-
zione in fase gassosa. La sua sensibilita puo essere aumentata sottoponendo lo spettro ottenu-
to ad una seconda spettrometria di massa (ESI-MS/MS).

Risulta piu vantaggiosa di altre metodiche per produrre ioni da macromolecole (ad esem-
pio, le proteine) perché ne evita la loro frammentazione.

GLIADINA NEI PRODOTTI DICHIARATTI PRIVI DI GLUTINE

Metodo per immunodiffusione* dell’ISTITUTO SUPERIORE DI SANITA

* “Metodi di analisi utilizzati per il controllo chimico degli ali-
menti” - Raccolta a cura di Massimo Baldini, Fabio Fabietti,
Stefania Giammarioli, Roberta Onori, Leucio Orefice e Ange-
lo Stacchini - Laboratorio Alimenti, Rapporto ISTISAN 96/34,
pagg. 249-251

1 - Campo di applicazione: il metodo ¢ applicabile a
tutti i prodotti dichiarati privi di glutine.

2 - Principio del metodo: La frazione gliadinica del
glutine € lasciata diffondere su gel di agarosio in
presenza del suo specifico anticorpo. La diffusio-
ne delle due soluzioni da origine, nel punto di in-
contro, ad una banda di precipitazione dovuta al complesso antigene-anticorpo.

3 - Reattivi
3.1 Alcool etilico al 50%: versare in un cilindro da 1000 ml 526 ml di alcool etilico a 95°

e portare a volume con acqua. 3.2 Tampone tris-citrico a pH 8.2: solubilizzare 9.2 g
di 2-amino-2-idrossimetil 1- 3 propandiolo (tris) e 2.5 g di acido citrico monoidra-
to in un matraccio tarato da 1000 ml e portare a volume con acqua. 3.3 Soluzione di
sodio azide all’1%. 3.4 Soluzione di agarosio: sciogliere 1 g di agarosio in 100 ml
di soluzione tampone (3.2), aggiungere 1 ml della soluzione di sodio azide (3.3). 3.5
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Idrossido di sodio 0.01 N. 3.6 . Soluzione standard madre di gliadina: solubilizzare
175 mg di gliadina con NaOH (3.5) in un matraccio tarato da 25 ml. 3.7 Soluzione
standard di lavoro: diluire 1 ml della soluzione madre (3.6) con la soluzione alcoo-
lica al 50% (3.1) in un matraccio tarato da 100 ml. 3.8 Siero specifico antigliadina
(RIFTEL - DE HAEN). 3.9 Cloruro di sodio 0.15 M. 3.10 Soluzione di fissaggio:
soluzione di acido tannico all’I %. 3.11 Alcool metilico. 3.12 Acido acetico glaciale.
3.13 Blu di Coomassie. 3.14 Soluzione colorante: sciogliere 100 mg di blu di Coo-
massie (3.13) in 50 ml di alcool metilico, aggiungere 10 ml di acido acetico glaciale
e 40 ml di acqua.

3.15 Glicerina. 3.16 Soluzione decolorante: miscelare 50 ml di alcool metilico (3.11), 10
ml di acido acetico glaciale (3.12), 10 ml di glicerina (3.15) e 30 ml di acqua.

4 - Apparecchiatura

4.1 Centrifuga per tubi da 50 ml. 4.2 Capsule di Petri di 8 cm di diametro. 4.3 Foratappi

di 5 mm di diametro. 4.4 Contenitore ad atmosfera satura di acqua.
5 - Procedimento

5.1 Preparazione del campione: in un tubo da centrifuga aggiungere a 5 g di campione
50 ml della soluzione alcoolica (3.1), centrifugare per 20 minuti a 5000 giri, prele-
vare il supernatante e trasferirlo in un pallone a fondo tondo da 100 ml. Evaporare
I’alcool sotto vuoto alla temperatura di 40 °C. Riprendere il residuo con 1 ml della
soluzione alcoolica al 50% (3.1).

5.2 Allestimento della piastra: allestire la piastra di gel versando nella capsula di Petri 22
ml della soluzione di agarosio (3.4) precedentemente riscaldata all’ebollizione fino a
limpidezza. Dopo solidificazione, incidere con il foratappi un pozzetto centrale e sei
pozzetti disposti circolarmente e distanziati tra loro di 1 cm. Versare in ogni pozzetto
una piccola aliquota dell’agarosio asportato dalla piastra diluita con poche gocce di
acqua.

5.3 Determinazione per immunodiffusione: depositare nel pozzetto centrale 25 mcl del
siero antigliadina (3.8) e in quelli laterali quantita crescenti dell’estratto proteico del
campione, corrispondenti a 10, 25 e 50 mcl. Sulla stessa piastra depositare 10, 25 e
50 mcl della soluzione standard di lavoro (3.7). Lasciar diffondere le soluzioni in
ambiente saturo di acqua per almeno 24 ore. In presenza di gliadina, nel punto di in-
contro delle due soluzioni (siero e campione), si formera una banda di precipitazio-
ne che ¢ possibile evidenziare con una fonte luminosa a luce radente su fondo scu-
ro. Lavare la piastra per almeno 48 ore con la soluzione di NaCl (3.9), cambiare la
soluzione circa 10 volte. Versare quindi sullo strato di agarosio la soluzione di acido
tannico (3.10) e dopo 5-10 minuti sciacquare con acqua. Coprire poi lo strato di aga-
rosio con la soluzione colorante (3.14), attendere 10 minuti e quindi decolorare con
la soluzione (3.16) fino ad ottenere delle bande colorate su fondo chiaro.

6 - Espressione dei risultati

Le bande di precipitazione, che si

possono apprezzare visibilmente do- @

po la colorazione, permettono di sta-
bilire la presenza o assenza di glia-

dina nel prodotto con un limite di

sensibilita dell’ordine di 7 ppm. @ .
* Riferimenti bibliografici ¥BELLOMONTE, G. COMPLETE |I]I3;:|smllli..ill‘i W 1"'-{“' NTITY
BONIGLIA C., Gluten et maladie coeliaque, "J’;:;,'l A OF A AND C B AND ¢
Pharmeuropa 1992, 4(3), 163-164 A ANTIGENS ANTIGENS AXTIGENS
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Le ricerche condotte da Koning (2004) sulle interazioni fra cellule T e gliadine hanno por-
tato alla sintesi di peptidi contenenti epitopi proteici capaci di evocare in laboratorio anticorpi
monoclonali, utilizzati poi per allestire i test ELISA (a sandwich o competitivi).

L’unico metodo analitico ad oggi approvato a livello ufficiale dal Comitato del Codex
Alimentarius sui “Metodi di Analisi e di Campionatura come metodo di Tipo 1” ¢ I’'R5 ELI-
SA secondo Mendez (“sandwich” ELISA). Questo metodo rileva il glutine anche in alimen-
ti che hanno subito trasformazioni ad alte temperature. Per il rilevamento del glutine idro-
lizzato (ad es.: birra, sciroppi, ecc.) deve essere applicata una variante dell’R5 ELISA,
I’R-ELISA competitive.

3
E'}’ El'S
5
A /)
!
e Q :
ELISA sandwich ELISA competitive ' " A

I kit commerciali (r-Biopharm, Neogen, Romer
Labs, ecc) servono per I’analisi qualitativa o quanti-
tativa del glutine su ingredienti, soluzioni e prodotti
finiti che devono presentarsi esenti da gliadine e pro-
lamine proprie del frumento, dell’orzo e della segale
ed occupano circa 30 minuti. Il zest ELISA avviene
su piastra microtiter nei cui pozzetti vengono messi,
a contatto con gli anticorpi di cattura adesi alla pla-
stica, estratti del campione da esaminare sospesi in
tampone fosfato.

I metodi d’analisi per il glutine si sono sviluppati in Europa dopo il 1985, data di fondazione del
Prolamin Working Group (PWG) a Geel, in Belgio. In realta, i metodi si sarebbero evoluti verso la
determinazione della prolamina (il glutine & formato da prolamine solubili e gluteline insolubili). Da
questa determinazione si poteva poi stabilire la concentrazione di glutine nell’alimento.

Nel corso degli anni sono stati standardizzati diversi anticorpi diagnostici destinati a test per il glu-
tine con tecnica ELISA.

Tra questi, I’anticorpo “Skerritt” e I’anticorpo RS5.

Nel 2002 I’Universita di Stanford (USA) ha isolato 1’anticorpo G 12, piu specifico dei precedenti,
che riconosce il frammento tossico 33-mer della gliadina e che viene adottato, ad esempio, nel kit
AGRAQUANT® Gluten G 12 (Romer Labs GmbH).

Dopo incubazione, le gliadine non catturate dagli anticorpi vengono lavate via e si aggiun-
ge un secondo anticorpo (rivelatore) marcato con un enzima. Questo anticorpo si lega con
I’eventuale gliadina durante un altro periodo d’incubazione.

L’anticorpo marcato con 1’enzima, se non legato all’antigene, viene lavato via e, dopo ag-
giunta di una soluzione stop, si legge la comparsa di colore (blu se c’¢ gliadina, rosso porpo-
ra in caso negativo).
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Si pud costruire, con una serie di standard di gliadina a contenuto noto, una curva su cui
confrontare la densita ottica dei campioni e stabilire quindi la concentrazione della gliadina
in parti per milione (ppm). Il range di sensibilita dei test varia, in genere, da 2,5 a 40 ppm.

Standard curve

®
™
",

EETE
@

s ) X0 4000 -]

(a9

Curva standard per il kit RIDASCREEN® Gliadin Competitive della r-BIOPHARM

Il test Reveal 3-D® per il glutine della NEOGEN ¢ dedicato all’analisi qualitativa dei resi-
dui sulle superfici e consiste in un dispositivo unico da
leggere su tre linee, rispettivamente una di controllo e due
di positivita per bassa e alta concentrazione di glutine.

Procedure 1. Add Type 4 extraction buffer to sample
tube.2. Add 0.25 mL of rinse or environmental swab to a
sample tube.3. Cap and shake
for 1 minute.4. Add the con-
tents of the Type 5 extraction buffer.5. Cap and shake for 1 minu-
te.6. Remove cap and fill with liquid from tube.7. Dip the Reveal
3-D device into the liquid in the 1id.8. Leave the cavity saturated
until liquid is seen running into the test window.9. Place device
in a flat surface and allow test to develop for 5 minutes.

Il test AGRAQUANT® Gluten G-12 ELI-
SA della ROMER LABS (Tulin, Austria) ha
un limite di sensibilita di 2 ppm e un range
di misurabilita di 4-200 ppm di glutine. Co-
me dice il nome, utilizza I’anticorpo G 12.
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1) Add 100 pL standard or 2) discard contents from the 3) Tap to dry the plate.

sample to antibody coated wells and wash five times
well and incubate for with wash buffer.
20 minutes.

4) Add 100 pL of conjugate 5) discard contents from the 6) Tap to dry the plate.

into well and incubate for wells and wash five times
20 minutes. with wash buffer.

7) Add 100 pL substrate to 8) Add 100 pL stop solution to 9) read wells with a microwell
each well and incubate for each well. reader using a 450 nm filter
20 minutes in the dark. and interpret results.

L’esecuzione del test é rappresenta nella figura qui sopra.
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ANALISI MICROBIOLOGICHE

In Europa non sono disponibili, fino-
ra, norme e limiti microbiologici per ali-
menti delattosati o privi di glutine.

Tuttavia, trattandosi nel primo caso di
prodotti derivati dal latte, vige dal 2005
il Regolamento (CE) n. 2073, modificato
nel 2007 dal Regolamento (CE) n. 1441,
che prescrive determinate analisi micro-
biologiche ufficiali, destinate a garantire:
- la sicurezza dell’alimento, escluden-

do la presenza di alcuni patogeni, in
pratica, nel caso specifico, Salmonella,
Listeria monocytogenes, Enterobacter
sakazakii;

- condizioni igieniche di fabbricazione,
stabilendo dei limiti di accettabilita da
non superare per alcuni microrganismi
indicatori di contaminazione. Questi
parametri sono da applicare soprattut-
to in fase di produzione nell’ambito
dell’autocontrollo aziendale.

Per gli alimenti che possono conte-
nere glutine, invece, non sono ancora
state ufficializzate norme microbiologi-
che specifiche riguardanti, ad esempio,
pane, prodotti di pasticceria, paste ali-
mentari. Una raccolta completa ed accu-
rata di analisi microbiologiche consiglia-

A faikign; ii-{'-."rf:"
B A

Joachim Schonfeldt - “In laboratorio” - Disegno a
matita dell’artista nato a Pretoria (Sudafrica) nel
1958. Biennale Venezia 2015%*

te per tali alimenti ¢ stata compilata in Italia dalla Regione Piemonte e pubblicata nel 2012

(www.regione.piemonte.it).

Nelle tabelle seguenti sono citati piani di campionamento a piu classi, spiegati in dettaglio
all’interno delle “Norme per il campionamento e per la preparazione dei campioni da analiz-
zare” del Regolamento (CE) n. 1441 (Gazzetta Ufficiale dell’ Unione Europea del 7.12.2007)

a cui si rimanda (http://eur-lex.europa.cu/).
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ANALISI MICROBIOLOGICHE SU LATTE E DERIVATI

(Indicate anche per alimenti che possono contenere lattosio)

Regolamento (CE) n. 1441/2007 della Commissione del 15 dicembre 2007 che modifica il
Regolamento (CE) n. 2073/2005 sui criteri microbiologici applicabili ai prodotti alimentari

Sicurezza alimentare

Salmonella,
Listeria monocytogenes
(per tutti i prodotti)

+ Enterobacter sakazakii
(solo per lattanti e dietetici)

Criterio

Igiene di processo

Enterobatteriacee

Escherichia coli

Enterobatteri, stafilococchi
coagulasi+, enterotossine
stafilococciche

Enterobatteri

Salmonella,
Listeria monocytogenes
Enterobatteriacee,
Bacillus cereus presunto

Latte e derivati

Latte pastorizzato

Formaggi da latte
pastorizzato

Formaggi, burro, panna

da latte non pastorizzato,

latte e siero di latte in
polvere

Gelati

Alimenti per lattanti
e dietetici
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ANALISI CONSIGLIATE SU ALIMENTI CONTENENTI CEREALI
(Indicate anche per alimenti che possono contenere glutine)

REGIONE PIEMONTE (www.regione.piemonte.it)
CRITERI MICROBIOLOGICI PER PRODOTTI ALIMENTARI Allegato 1 — Proto-
collo tecnico — Rev. 04:2012

CEREALI PANE,
EPRODOTTI  PASTICCERIA, PASTE
DELLA BISCOTTERIA ALIMENTARI
MACINAZIONE DA FORNO

AEROBI MESOFILI

ENTEROBACTERIACEAE I

ESCHERICHIA coLI B-GLUucURONIDASI +) NN
STAFILOCOCCHI (COAGULASI +)
BACILLUS CEREUS (PRESUNTO)
CLOSTRIDIUM PERFRINGENS
SALMONELLA

LISTERIA MONOCYTOGENES
LIEVITI

MUFFE

* I metodi d’analisi di riferimento sono quelli predisposti dalla International Standard Organisation (ISO) o da al-
tre fonti ufficiali

REGIONE PIEMONTE (www.regione.piemonte.it)
CRITERI MICROBIOLOGICI PER PRODOTTI ALIMENTARI Allegato 1 — Proto-
collo tecnico — Rev. 04:2012

RICERCA METODO
Aerobi mesofili (Carica batterica totale, CBT) 1SO 4833
Enterobacteriaceae ISO 21528-2
Escherichia coli ISO 16649-2
Stafilococchi (coagulasi+) ISO 6888-1
Bacillus cereus (presunto) 1SO 7932
Clostridium perfringens ISO 7937
Salmonella ISO 7937
Listeria monocytogenes OM.07/12/93
Muffe e lieviti NF V08-059
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CEREALI E PRODOTTI DELLA MACINAZIONE, PASTICCERIA FRESCA
E PREPARATI PER PASTICCERIA, PASTICERIA E BISCOTTERIA
DA FORNO, PANE E PRODOTTI DI PASTICCERIA

REGIONE PIEMONTE (www.regione.piemonte.it)

CRITERI MICROBIOLOGICI PER PRODOTTI ALIMENTARI Allegato 1 — Proto-

collo tecnico — Rev. (04:2012

Valori di carica microbica consigliati nelle linee guida espressi in ufc/g e ricerche prescritte dalle norme co-
munitarie dal Regolamento (CE) 2073/2005 modificato dal Regolamento (CE) 1441/2007

PASTICCERIA ll;?SSCT é(,:r@rlglﬁi

PARAMETRI CEREALI E PRODOTTI FRESCAE DA FORNO
DELLA MACINAZIONE PREPARATI PER
PASTICCERIA PANE E PRODOTTI
DI PASTICCERIA

AEROBI MESOFILI <500.000 < 100.000 <10.000
ENTEROBACTERIACEAE <100
ESCHERICHIA COLI <10 <10
STAFILOCOCCHI <10
(COAGULASI+)
BACILLUS CEREUS
(PRESUNTO) < 100 < 100
MUFEE E LIEVITI <1000 < 1000
SALMONELLA * Assente/25 g Assente/25 g Assente/25 g
LISTERIA .
MONOCYTOGENES* Assente/25 g o < 100/g

* Limiti di legge: vedi Regolamento (CE) 2073/2005 modificato dal Regolamento (CE) 1441/2007 (tabella per lat-

te e derivati)
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PASTE ALIMENTARI
(Pasta all’uovo secca industriale, Pasta all’uovo fresca artigianale
non confezionata, Pasta farcita industriale confezionata, Pasta farcita artigianale
fresca non confezionata, Pasta farcita precotta surgelata)

REGIONE PIEMONTE (www.regione.piemonte.it)
CRITERI MICROBIOLOGICI PER PRODOTTI ALIMENTARI Allegato 1 — Proto-
collo tecnico — Rev. 04:2012

I valori in tabella sino “valori guida” per i PRODOTTI AL COMMERCIO

I valori evidenziati in giallo sono invece “valori normati” per PRODOTTI ALLA
PRODUZIONE (Circ. Min. n. 32 del 03/08/1985)

ARTIGIANALI INDUSTRIALI
FARCITA NON ALL,F[?(E\S/((;AN i FARCITA SECCA | CONTENENTE P;’EIE%ITT? A
CONFEZIONATA | ocer onaTA | CONFEZIONATA | ALL'UOVO CARNE UL AT
ESCHERICHIA COLI <100 <100 <10 <10 <10
STAPHYLOCOCCUS 1000-10.000 1000- 10.000 100-500 100-1000 <100
AUREUS (coagulasi+) (c=2) (c=2) (c=1) (c=2)
BACILLUS CEREUS
< 100
(presunto)
<10 <10
CLOSTRIDIUM <100 100-1000
PERFRINGENS (c=1) <30 <30
(c=0) (c=0)
assente (limiti di legge, L. 283/62)
SALMONELLA
assente/25 g (n=5; c¢=0)
LISTERIA 11-110/g (limiti di legge, O.M. 07/12/93)
MONOCYTOGENES (n=3; ¢=2)
MUFFE <100 | <100 | [ <10000 |

* I valori i doppio (minimo/massimo) indicati in tabella si chiamano, rispettivamente, m ed M,
¢ ¢ il numero di unita campionarie tollerate con risultati intermedi fra m ed M
n ¢ il numero di unita campionarie da esaminare ed ¢ sempre 5
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Indicazioni generali

Preparazione della sospensione madre (diluizione primaria)

In condizioni di sterilita, pesare una massa “m” (g) o un volume “V” (ml) con un’incertezza di misura (IM)
max di 5% e rappresentativo del campione di prova. Aggiungere una quantita di diluente uguale a 9 x
m (in grammi) 0 9 x V (in ml).

Tale quantita pud essere misurata in massa (IM +5%) oppure in Volume (IM +5%). Per i metodi
quantitativi, eventuali modifiche nel fattore di diluizione vanno tenute in conto nel calcolo ed
espressione dei risultati.

Di norma, utilizzare diluente a temperatura ambiente per evitare danni ai microrganismi dovuti ad
improvvise variazioni di temperatura. Omogeneizzare in conformita alle raccomandazioni della 1SO
7218. Se necessario, attendere 15 minuti perché le particelle di dimensioni maggiori possano
depositarsi.

In caso di conta delle spore, & necessario effettuare una scottatura per 10 min a 80 °C (seguita da un
rapido raffreddamento) della sospensione iniziale immediatamente dopo la sua preparazione.

Di seguito in tabella si riportano sia i diluenti di utilizzo generale che quelli utilizzati per scopi particolari
con le relative applicazioni. Per le composizioni e ulteriori dettagli si rimanda alla ISO6887-5.

Diluenti per utilizzo generale Diluenti per scopi particolari* (ISO 6887-5)
(ISO 6887-5)
Applicazione

Soluzione di sale peptonato Soluzione di sodio citrato Formaggio e latte in polvere
(roller)

Soluzione di Ringer “un quarto Soluzione di idrogeno fosfato Formaggio, latte in polvere (roller),

concentrata” dipotassico latte fermentato, alcuni caseinati,
siero di latte in polvere acido e
panna acida

Soluzione di peptone Diluente per utilizzo generale con Alimenti contenenti amido

soluzione di a- amilasi
Soluzione tampone di fosfato Acqua peptonata tamponata con Prodotti acidi

violetto di bromocresolo

Acqua peptonata tamponata

* da utilizzare solo per la preparazione delle sospensioni iniziali
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Allestimento delle diluizioni decimali successive

Trasferire 1 ml della sospensione iniziale in una provetta contenente 9 ml di diluente sterile di utilizzo
generale alla temperatura appropriata. Miscelare accuratamente (preferibilmente con un agitatore
meccanico per un periodo compreso tra 5 e 10 sec) per ottenere una diluizione di 10. Se necessario,
ripetere il procedimento, partendo dalla diluizione 10? e cambiando pipetta ad ogni diluizione
successiva, fino ad ottenere le diluizioni appropriate per I'analisi del campione. Allestire le diluizioni in
funzione del prodotto (tipologia/contaminazione attesa) e/o dell’eventuale limite di riferimento.

Iniziare la preparazione delle diluizioni decimali successive entro 30 minuti dalla preparazione della
sospensione iniziale.

Semina

La semina (nella massa o in superficie secondo quanto indicato dal metodo) deve essere effettuato
entro 45 minuti dalla preparazione della sospensione iniziale.
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Controlli di qualita dei terreni secondo ISO 11133:2014

La qualita microbiologica di un terreno pud essere verificata mediante il controllo di:

e produttivita (capacita di un terreno di favorire la crescita del/i microrganismol/i di interesse)

*  selettivita (capacita di un terreno di inibire la crescita di una varieta di specie microbiche
favorendo selettivamente la crescita di uno o pochi tipi di microrganismi);

. specificita (capacita del terreno evidenziare caratteristiche differenziali, del microrganismo di
riferimento — valutazione qualitativa).

Produttivita
Puo essere valutata quantitativamente attraverso il Rapporto di Produttivita (Pg):
Pr = Ns/No
dove:
Ns = conta microbica totale del microrganismo di riferimento sul terreno da testare

No = conta microbica totale del medesimo microrganismo sul relativo terreno di riferimento non selettivo
(ottenuta da una o piu piastre, dovrebbe essere ~ 100 ufc)

Per i terreni selettivi il Pr dovrebbe essere = 0,5; per quelli non selettivi = 0,7.

La verifica qualitativa della produttivita & invece effettuata attraverso la valutazione dell’entita
di crescita del microrganismo di riferimento nel terreno da testare (se liquido, la crescita viene valutata
in termini di torbidita): 0= crescita assente; 1 = crescita debole; 2 = crescita buona

Selettivita

-La valutazione quantitativa della selettivita prevede I'inoculo del terreno selettivo da testare e
di un terreno di riferimento non selettivo con diverse diluizioni di un microrganismo non target. |l fattore
di selettivita (S¢ ) € calcolato come:

SF = Do - Ds

dove:

D, = la diluizione piu alta che determina crescita sul terreno di riferimento non selettivo

Ds = la diluizione piu alta che determina una crescita comparabile sul terreno selettivo da testare
Sk, Do e Ds sono espressi in unita di logqo

Il S qualora non diversamente specificato nella scheda del terreno, deve avere valore = 2.

-Valutazione qualitativa della selettivita: la crescita del microrganismo non target deve essere
inibita parzialmente o totalmente nei terreni selettivi testati (se liquidi la torbidita deve essere
assente/leggera).
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Specificita

La specificita della reazione prodotta dal microrganismo di riferimento della specificita viene valutata

qualitativamente nel terreno da testare

La tabella di seguito riassume i controlli di qualita previsti dalla ISO 11133:2014 per le diverse tipologie

di terreni.

Tipologia di terreno Parametro da testare Metodo
Quantitativo Qualitativo
Liquido selettivo (per numerazione) Produttivita X
Selettivita X
Solido selettivo (per numerazione) Produttivita X
Selettivita X
Specificita X
Liquido selettivo (di arricchimento) Produttivita X
Selettivita X
Solido selettivo (per ricerca) Produttivita X
Selettivita X
Specificita X
Solido non selettivo (per numerazione) Produttivita X
Liquido non selettivo (di arricchimento) Produttivita X
Diluenti Produttivita X
Solido non selettivo (per ricerca) Produttivita X

Di seguito nel testo, ogni metodo riportato &€ corredato dalle indicazioni per i controlli di qualita dei

terreni secondo ISO 11133:2014. | microorganismi di riferimento della produttivita, della selettivita e

della specificita sono codificati secondo WDCM

(World Data Centre for Microorganisms,

http://www.wfcc.info). | ceppi contrassegnati con “b” sono da utilizzare obbligatoriamente mentre tra

quelli contrassegnati con “d” & sufficiente sceglierne uno.

Per la composizione dei terreni si rimanda alle ISO indicate. Tutti i terreni e reagenti citati sono

disponibili in forma commerciale e I'utilizzo si intende a formula completa. Nella scelta dei prodotti

commerciali verificare che le composizioni corrispondano a quelle indicate nelle corrispondenti ISO
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Conta per i metodi in piastra ed espressione dei risultati

Secondo la norma ISO 7218 i Laboratori che operano in regime di assicurazione della qualita secondo i
principi della norma ISO 17025, per i metodi di conta in piastra possono utilizzare 1 piastra per
diluizione quando vengano effettuate almeno due diluizioni successive.

Viceversa, quando venga eseguita soltanto una diluizione o se il Laboratorio non opera in qualita, le
tecniche di numerazione devono essere eseguite utilizzando 2 piastre/diluizione tenendo conto di
questa differenza procedurale nel calcolo della conta.

Utilizzare piastre con conte comprese tra 10 e 300 colonie.

Formula generale (conta delle colonie totali o tipiche)

N = YCN/(n,+0,1n,)d

dove:

N = numero di colonie (ufc/g o ml)

>C= somma delle colonie su tutte le piastre selezionate per la conta
V= volume dell'inoculo in ogni piastra (ml)

ni= numero delle piastre selezionate alla prima diluizione

n2 = numero delle piastre selezionate alla seconda diluizione

d= fattore di diluizione corrispondente alla prima diluizione selezionata

Arrotondare il risultato a 2 cifre significative.

Esprimere il risultato preferibilmente come un numero compreso tra 1,0 e 9,9 moltiplicato per la
appropriata potenza di 10, oppure come numero intero con due cifre significative. Riportare il risultato
come il numero “N” di microrganismi per millilitro (prodotti liquidi ) o per grammo (altri prodotti).

Conta delle colonie utilizzando una piastra per diluizione

Esempio:

prima diluizione considerata (10 ?): 168 colonie
seconda diluizione considerata (10 *): 14 colonie
inoculo di 1 ml per piastra

N=YC/Nx11xd=168 + 14/1 x 1,1 x 102 = 182/0,011 =16 545 da arrotondare ed riportare come 17
000 oppure 1,7 x 10* microrganismi per mlo g

Basse conte (1 piastra/diluizione)

Come riportare il risultato se la piastra seminata con il campione o la sospensione iniziale o la prima
diluizione utilizzata contiene meno di 10 colonie

N° colonie nella piastra alla 12dil. Calcolo Espressione del risultato

almeno 4 colonie Ns =C/V xd Numero stimato di microrganismi/g o ml

da 3 a 1 colonia Microrganismi presenti ma < 4/V x d per g o ml
0 colonie Microrganismi < 1/V x d per g o ml
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_Basse conte (2 piastre/diluizione)

Come riportare il risultato se entrambe le due piastre seminate con il campione o la sospensione
iniziale o la prima diluizione utilizzata contengono meno di 10 colonie

N° colonie in entrambe le piastre alla prima Calcolo Espressione del risultato

diluizione

almeno 4 colonie Ns = 3>C/V x n x  Numero stimato di microrganismi per g o ml
d

0 colonie Microrganismi inferiori a 1/V x d per g o ml

dove:

> C = somma delle colonie contate su entrambe le piastre

V = volume dell'inoculo applicato su ciascuna piastra , in millilitri
n = n° di piastre considerato ( in questo caso = 2)

d = fattore di diluizione

Esempio: Il risultato di una conta di 8 e 9 colonie alla prima diluizione considerata (107?) & ottenuto da:
Ns =8+ 9/1 x 2 x 10% = 17/0,02 = 850 quindi il numero stimato di microrganismi & 850 oppure 8,5 x 10°
permlog
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Metodi di calcolo dopo identificazione o conferma (utilizzando 1 piastra per diluizione)

Quando il metodo richiede una fase di identificazione, occorre procedere alla conferma di un dato
numero di colonie presunte o sospette (in genere almeno 5) da ognuna delle piastre considerare per la
conta delle colonie.

Di seguito nel testo con il termine “confermate” verra indicato il numero di colonie effettivamente
confermate su almeno 5 colonie testate/piastra.

Con il termine “identificate” verra indicato il numero di colonie confermate per piastra estrapolato sulla
percentuale delle conferme ottenute

Dopo questo passaggio, il numero “a” di colonie “identificate” (cioe che soddisfano i criteri della fase di
conferma) per ciascuna piastra considerata, viene calcolato usando la formula:

a=(b/A)xC
dove:

A = n° di colonie sospette sottoposte a identificazione per piastra
b = n° di colonie confermate per piastra
C = n° totale di colonie sospette contate per piastra

Il risultato ottenuto, e corrispondente al numero di colonie identificate per ciascuna piastra considerata,
va arrotondato a numero intero.

Il numero N o Ns di microrganismi identificati per ml o g di campione viene quindi calcolato sostituendo
nella formula di conta utilizzata il numero C (colonie totali per piastra) con il numero a (colonie
identificate per piastra).

C A b a
Colonie tot sospette Colonie sospette Colonie confermate Colonie identificate
per piastra testate per piastra per piastra per piastra
1" dil. 66 8 6 50
2" dil. 4 4 4 4

Esempio:

prima diluizione considerata (10 '3): 66 colonie
seconda diluizione considerata (10 ™) : 4 colonie
inoculo di 1 ml/ piastra

Dalla piastra alla prima diluizione vengono testate 8 colonie delle quali 6 vengono confermate. Per
proporzione, il numero di colonie identificate su questa prima piastra corrisponde a 50

Dalla piastra alla seconda diluizione vengono testate 4 colonie che vengono tutte confermate. Per
proporzione, il numero di colonie identificate su questa seconda piastra corrisponde a 4.

Questi valori ottenuti vengono quindi inseriti nella formula di calcolo, ottenendo:
N=Ya/Vx11xd=50+4/1x11x10°=49.090

Dopo arrotondamento il numero di microrganismi & 49 000 oppure 4,9 x 10* per millilitro o per grammo
di prodotto.

190




Casi speciali

1° caso
Colonie totali per piastra Presenza colonie tipiche o confermate
ds 107 >300 si
d, 10° 33 no

Espressione del risultato: microrganismi per g o ml <1/V,;x d, e > di 1/V 4 x d 1 cioé microrganismi <
1000 e > 100 /ml o g di prodotto

2° caso

Colonie totali per piastra Presenza colonie tipiche o confermate
d 107 >300 no
d; 10° 33 no

Espressione del risultato:
microrganismi per g o ml <1/V;x d ; cioé microrganismi < 1000/ml o g di prodotto

Conta delle colonie utilizzando due piastre per diluizione

Per la validita del risultato, si ritiene necessario contare piastre con un numero massimo totale di 300
colonie (numero massimo contabile di colonie tipiche o presunte = 150 / piastra)

Esempio:
prima diluizione considerata (10 %): 168 e 215 colonie
seconda diluizione considerata (10 *): 14 e 25 colonie

N=YC/Vx22xd=168+215+14+25/1x2,2x 102 = 422/ 0,022 = 19.182 da arrotondare come
19.000 oppure 1,9 x 10* microrganismi per ml o g
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Metodi di calcolo dopo identificazione o conferma (utilizzando 2 piastre/diluizione)

Analogamente a quanto sopra descritto per la conta effettuata con una piastra per diluizione, procedere
alla conferma di almeno 5 colonie sospette per ciascuna piastra considerata per la conta delle colonie
(= totale almeno 20 colonie).

Esempio:

C A b a

Colonie tot Colonie sospette Colonie Colonie

sospette per testate per piastra confermate per identificate per

piastra piastra piastra
1" dil. 10°  1°piastra 66 8 6 50
2°piastra 80 9 6 53
2" dil. 10 1°piastra 4 4 4
2°piastra 5 4 6

| valori ottenuti (a) vengono quindi inseriti nella formula di calcolo, ottenendo:
N=%a/Vx22xd=50+53+6+4/1x2,2x10-3=51.364

Dopo arrotondamento il numero di microrganismi € 51 000 oppure 5,1 x 104 per millilitro o per grammo
di prodotto.

Casi speciali
1° caso
Colonie totali per piastra Presenza colonie tipiche o confermate
d 107 >300 si
>300 si
d, 10° 33 no
35 no

Espressione del risultato:

microrganismi per g o ml <1/V;x d, e > di 1/V 4 x d 1 cioe microrganismi < 1000 e > 100 per ml o g di
prodotto

2° caso
Colonie totali per piastra Presenza colonie tipiche o confermate
) >300 no
dy 10° >300 no
33 no
d, 10° 35 no

Espressione del risultato:

microrganismi per g o ml <1/V,x d ; cioé microrganismi < 1000 per ml o g di prodotto
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L’elenco riporta gli schemi di lavoro dei diversi metodi che, nel’lambito della presente pubblicazione,
sono prevalentemente intesi per il controllo microbiologico dei prodotti a base di latte delattosato:

o  Conta di microrganismi - colonie a 30°C con la tecnica dell'inseminazione in profondita
ISO 4833-1:2013

o Conta di Stafilococchi coagulasi-positivi (Staphylococcus aureus e altre specie). Tecnica che
utilizza il terreno agar Baird-Parker
ISO 6888-1:1999/Amd 1:2003

o  Conta di Stafilococchi coagulasi-positivi (Staphylococcus aureus e altre specie).Tecnica che
utilizza il terreno agar al plasma di coniglio e al fibrinogeno
ISO 6888-2:1999/Amd 1:2003

o  Conta delle colonie di Enterobacteriaceae
1ISO 21528-2:2004

o  Conta di Pseudomonas spp. - Campo di applicazione: latte e derivati
ISO/TS 11059:2009

o  Conta dei microrganismi caratteristici dello yogurt (Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus
e Streptococcus thermophilus) — Tecnica della conta a 37 °C
ISO 7889:2003

o  Conta dei batteri lattici mesofili — Tecnica della conta a 30 °C
ISO 15214:1998

o  Conta delle colonie di Escherichia coli beta-glucuronidasi positivo
ISO 16649-2:2001

o Conta di Listeria monocytogenes
ISO 11290-2: 1998/Amd 1:2004

o Ricerca di Listeria monocytogenes
1ISO 11290-1: 1996/Amd 1:2004

o Ricerca di Salmonella spp.
ISO 6579:2002

o  Stabilita microbiologica del latte UHT e sterilizzato

o Schema di lavoro per la rilevazione delle enterotossine stafilococciche di tipo A, B, C, D ed E
riferito al metodo del’EU-RL per gli Stafilococchi coagulasi positivi compreso S. aureus
(versione 5, 2010)

Gli schemi sono stati realizzati secondo le rispettive norme di riferimento al solo fine di consultazione e
non hanno valenza ufficiale. Pertanto non sostituiscono né integrano le norme alle quali I'utilizzatore
deve comunque fare riferimento.
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Per facilita di lettura, le differenti fasi dei metodi sono schematizzate nella facciata
sinistra dando risalto alla suddivisione nelle diverse giornate di lavoro.

Queste sono colorate in maniera diversa e la stessa colorazione & mantenuta per
tutti i metodi (es: per tutti i metodi, le fasi di lavoro della prima giornata sono riportate su
campo colore arancio, quelle della seconda giornata su campo giallo e cosi via).

Nella facciata destra le stesse colorazioni sono utilizzate per le note e le indicazioni a
corredo delle fasi descritte nella giornata corrispondente (es: una nota contrassegnata

con colore arancio si riferisce ad una fase relativa alla prima giornata di lavoro).
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Schema di lavoro riferito alla norma ISO 4833-1:2013
per la conta di microrganismi

Conta delle colonie a 30 °C con la tecnica dell’'inseminazione in profondita

19 Preparazione della sospensione madre (X g/ml di campione + 9X g/ml di diluente = 10™")
e allestimento delle diluizioni successive.

Semina nella massa

Trasferire in ciascuna di 2 piastre Petri 1ml del campione (se liquido) e/o di tutte le diluizioni
preparate e aggiungere PCA. Se possibile e appropriato, ridurre la semina alle diluizioni
decimali (almeno due consecutive) che possano produrre conte comprese tra 10 e 300
colonie/piastra.

Incubazione a30°C +1°Cper72h+3h.

29

39

49
Conta delle colonie e calcolo dei risultati

ved. indicazioni generali: conta per i metodi in piastra ed espressione dei risultati

Conta delle colonie a 30 °C
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Versare 12-15 ml di PCA (mantenuto a 44-47°C) per piastra Petri, miscelare
accuratamente ruotando le piastre, e lasciar solidificare.

Non lasciar passare piu di 45 minuti tra il termine della preparazione della sospensione
madre (o della prima diluizione in caso di prodotto liquido) e la piastratura del terreno.
In caso si preveda che il prodotto in esame contenga microrganismi con crescita
superficiale o che rendano difficile la lettura, effettuare un doppio strato versando circa
4 ml di terreno a 44-47 °C sulla superficie delle piastre solidificate.

Se possibile, limitare la conta alle piastre con meno di 300 colonie. Esaminare le
piastre in condizioni di luce soffusa. Esaminare attentamente gli elementi dubbi,
eventualmente con l'aiuto di un ingrandimento per distinguere colonie da sostanze
estranee. Le colonie diffuse (se coprono meno di un quarto della piastra) vanno
considerate colonie singole e sommate a tutte le colonie sulla parte rimanente della
piastra.

Conta delle colonie totali (formula generale), calcolo ed espressione dei risultati: ved.
indicazioni generali per i metodi di conta descritti ed espressione dei risultati

Controlli di qualita dei terreni *

Terreno Parametro Ceppi di WDCM Terreno di Incubazione Criterio

controllo riferimento
PCA Produttivita B. subtilis 00003° TSA (72+3)h/ Pr20,7
m PCA subsp. (30+1)°C

spizizenii

E. coli 00012°

00013
S. aureus 00034

* ved indicazioni generali per i controlli di qualita dei terreni secondo ISO 11133:2014

Conta delle colonie a 30 °C
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Conta delle colonie su mPCA dopo 72 h di incubazione a 30 °C (diluizioni seminate: da 10 " a 10 )

Conta delle colonie a 30 °C

197




Terreno mPCA non inoculato

Terreno mPCA inoculato con latte UHT delattosato mantenuto a 55 °C per 7 giorni (a
sinistra) e a 30 °C per 15 giorni (a destra): assenza di crescita microbiologica in entrambi
i campioni (vedere schema per la stabilita microbiologica del latte UHT e sterilizzato)

Conta delle colonie a 30 °C
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Schema di lavoro riferito alla norma ISO 6888-1:1999/Amd 1:2003
per la conta di Stafilococchi coagulasi-positivi
(Staphylococcus aureus e altre specie).

Tecnica che utilizza il terreno agar Baird-Parker

19 Preparazione della sospensione madre (X g/ml di campione + 9X g/ml di diluente = 10'1)

e allestimento delle diluizioni successive.

Semina in superficie (terreno Baird Parker) di 0,1 ml del campione di prova (se liquido)
oppure della sospensione iniziale (in caso di altri prodotti) e/o delle diluizioni successive

preparate.

Incubazione delle piastre a35°Co0a 37 °Cper48h+2h

29

39
Selezione delle colonie
Contrassegnare le colonie tipiche (Cc). Marcare anche tutte le colonie atipiche presenti
(Cnc).

Subcolture in BHI

Scegliere 5 colonie atipiche (Anc) e 5 tipiche (Ac) da ogni piastra di due diluizioni

successive (=10 prove di conferma /piastra/diluizione) e subcolturarle in
altrettante provette contenenti BHI

Incubazione a 37 °C £ 1 °C per 24 h + 2h

449 Prove di conferma (coagulasi)

0,1 ml coltura in BHI + 0,3 ml plasma
Incubazione a 37°C + 1 per5h + 1

Calcolo del numero di stafilococchi coagulasi - positivi identificati per ogni piastra
selezionata (a)

Calcolo del numero di stafilococchi coagulasi - positivi identificati presenti nell’aliquota

prova (N)
ved. indicazioni generali: conta per i metodi in piastra ed espressione dei risultati

Conta di Stafilococchi coagulasi positivi su BP

di
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Per conte basse, i limiti di conta possono essere innalzati di un fattore 10 seminando 1
ml del campione di prova (se liquido) oppure della sospensione iniziale (in caso di altri
prodotti ) su 3 piastre

— Colonie tipiche(48h) : diametro di 1,5-2,5mm nere o grigie, lucenti e
convesse circondate da evidente alone chiaro che pud essere parzialmente
opaco , con o senza anello opalescente a contatto con le colonie.

— Colonie atipiche Cnc (48h): diametro 1,5-2,5mm. Nere lucenti, alone assente

o chiaro e poco visibile; anello opalescente assente o poco evidente oppure4
grigie senza alone chiaro.

Nota: i ceppi di stafilococchi coagulasi positivi isolati da prodotti caseari sviluppano
frequentemente colonie atipiche.

Effettuare la prova della coagulasi (ved. specifiche produttore) aggiungendo anche un
controllo negativo (BHI non inoculato). Dopo 4-6h dall’inizio dell'incubazione verificare la
formazione di grumi di plasma capovolgendo la provetta. Se la prova € negativa,
ripetere 'esame dopo 24 h di incubazione.

Colonie rivelate coag+ (bnc e bc): il volume del grumo occupa piu della meta del volume
originale del liquido.

Conta N° colonie N° colonie N°colonie N° stafilococchi
n° di Colonie colonie/piastra subcolturate confermate identificate coag + identificati
piastre coag+ coag+/piastra /g o ml
ny atipiche (Cnc) (Anc) (bnc)
(17 dil.)  tipiche (Cc) (Ac) (bc) @i N
n, atipiche (Cnc) (Anc) (bnc) a
(2~ dil.) tipiche (Cc) (Ac) (bc) 2l

“a” corrisponde al n° di colonie identificate coag + su ciascuna piastra ed € calcolato come:
a = (bc/Ac) - Cc + (bnc/Anc) - Cnc

“N” corrisponde al n° di stafilococchi coag + identificati presenti per g o ml dell’aliquota di prova ed € calcolato come:
N = Ya/V(n; + 0,1 ny) d

ved. indicazioni generali per i metodi di conta descritti (calcolo dopo identificazione o conferma)

Conta di Stafilococchi coagulasi positivi su BP
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Controlli di qualita dei terreni *

Terreno Parametro Ceppi di controllo WDCM Terreno di Incubazione Criterio
riferimento
Baird- Produttivita 00034 ° Da (24 £ 2)h Pr20,5
Parker (BP) S. aureus® 00032 TSA a (48 £ 2)h/
(37+1) °C
Selettivita E. col® 00012 -- (48 £ 2)h/ Inibizione
00013 (37+1) °C totale
Specificita S. saprophyticus® °° 00159 -- Da (24 £ 2)h -
S. epidermidis °° 00036 a (48 +)h/
(371) °C
BHI Produttivita S. aureus 00034 -- 24 £ 2)h/ Torbidita
(37¢1) 1-2

* ved indicazioni generali per i controlli di qualita dei terreni secondo ISO 11133:2014

Reazione caratteristica su BP:

° colonie nere o grigie con alone chiaro (chiarificazione dell’egg yolk)
°°colonie nere o grigie senza alone chiaro su BP

Conta di Stafilococchi coagulasi positivi su BP

201




S. aureus coagulasi positivo su
Baird Parker (ISO 6888-1)

Test di conferma della coagulasi (ripresa dopo 5 h
di incubazione a 37 °C). Dall’alto: controllo negativo
S. aureus coagulasi positivo

S. aureus coagulasi positivo su RPFA
(ISO 6888-2)
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Schema di lavoro riferito alla norma ISO 6888-2:1999/Amd 1:2003
per la conta di Stafilococchi coagulasi-positivi
(Staphylococcus aureus e altre specie)

Tecnica che utilizza il terreno agar al plasma di coniglio e al fibrinogeno

19
Preparazione della sospensione madre (X g/ml di campione + 9X g/ml di diluente = 10'1)
e allestimento delle diluizioni successive.
Semina nella massa
Trasferire in ciascuna di 2 piastre Petri 1ml del campione (se liquido) e/o di tutte le diluizioni
preparate. Versare immediatamente del terreno agar al plasma di coniglio e al fibrinogeno
(RPFA) (3 mm di spessore).
Miscelare accuratamente I'inoculo con il terreno e lasciare solidificare.
Incubazione delle piastre 2 35 °C + 1 °C 0 37 °C + 1 °C per 18-24 h

29 Conta delle colonie e calcolo dei risultati

ved. indicazioni generali: conta per i metodi in piastra ed espressione dei risultati

Conta di Stafilococchi coagulasi positivi su BP agar al plasma di coniglio e al fibrinogeno
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— Stafilococchi coagulasi -positivi: Batteri che formano colonie tipiche sulla
superficie di un terreno di coltura selettivo e che sviluppano una reazione
positiva alla coagulasi, qualora la prova sia effettuata seguendo il metodo
specificato nella ISO 6888-2:1999/Amd 1:2003

— Conta degli stafilococchi coagulasi -positivi: Determinazione del numero di
stafilococchi coagulasi -positivi rinvenuti per ml o g di campione, qualora la
prova sia eseguita in conformita al metodo specificato dalla ISO 6888-
2:1999/Amd 1:2003

In caso di preparazione in laboratorio, utilizzare il terreno completo appena preparato per
evitare I'eventuale precipitazione del plasma.

Se viene utilizzato un supplemento disponibile in commercio, seguire le istruzioni del
produttore per la preparazione dello stesso e del terreno completo (es. temperatura del
terreno base).

La temperatura di incubazione & concordata tra le parti interessate ed & indicata nel
rapporto di prova.

Se necessario incubare nuovamente per ulteriori 18h-24h.

Dopo un periodo di incubazione sufficiente gli stafilococchi formano colonie
caratteristiche nere o grigie o addirittura bianche di piccole dimensioni, circondate da
un alone di precipitazione indicante I'attivita della coagulasi. Le colonie di Proteus
possono mostrare all'inizio dellincubazione un aspetto simile a quello delle colonie di
stafilococchi coag +, comunque dopo 24-48h acquistano I'aspetto di una coltura diffusa
di colore pit 0 meno tendente al marrone.

Controlli di qualita dei terreni*

Terreno Parametro688 Ceppi di WDCM  Terreno di Incubazione Criterio
controllo riferimento
RPFA Produttivita 00034° TSA Da (24 £ 2)h PR 20,5
S. aureus® 00032 a (48 +)h/
(37¢1) °C
Selettivita E. coli? 00012 -- (48 £ 2)h/ Inibizione totale
o (37¢1) °C
00013
Specificita S. 00159°  -- Da (24 £ 2)h Sviluppo di
saprophyticus a (48 +)h/ colonie nere o
(37£1)°C grigie senza
alone opaco

S. epidermidis 00036

* ved indicazioni generali per i controlli di qualita dei terreni secondo ISO 11133:2014

Conta di Stafilococchi coagulasi positivi su BP agar al plasma di coniglio e al fibrinogeno
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1g

29

39

44

Schema di lavoro riferito alla norma ISO 21528-2:2004
per la conta delle colonie di Enterobacteriaceae

Preparazione della sospensione madre (X g/ml di campione + 9X g/ml di diluente = 10™)
e allestimento delle diluizioni successive.

Semina nella massa (con doppio strato)

Trasferire 1 ml del campione di prova (se liquido) o 1 ml della sospensione madre (in caso
di altri prodotti) in 2 piastre Petri per diluizione considerata. Versare, in ciascuna piastra/
diluizione, circa 10 ml di VRBG agar portato a 44-47 °C e dopo solidificazione, altri 15 ml di
VRBG a 44-47 °C.

Incubazione delle piastre a 37 °C per24 h+2 h

Conta delle colonie caratteristiche/piastra (selezionare tutte le piastre contenenti meno
di 150 colonie caratteristiche).

Isolamento per striscio su Nutrient Agar (NA) di 5 colonie caratteristiche /piastra per la
conferma biochimica.

Incubazione delle piastre a37 °C per24 h*2h

Per ogni colonia effettuare
il
test dell'ossidasi

- | +
Test di fermentazione del glucosio Colonie non
(37 °C per 24 h £ 2h) confermate come Enterobacteriaceae
|

"V v
Calcolo del
numero di Colonie non
Enterobacteriaceae confermate come
identificate/ piastra Enterobacteriaceae
(a)
Calcolo del
numero di
Enterobacteriaceae

identificate/g o ml
di campione (N)

Conta di Enterobacteriaceae
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— Enterobacteriaceae: microorganismi che su VRBG agar formano colonie

caratteristiche da rosa a rosso o porpora (con o senza alone di

precipitazione), fermentano glucosio e mostrano una reazione negativa al
test dell’'ossidasi nelle condizioni specificate dalla norma ISO 21528-2:2004.

Alcune Enterobacteriaceae possono presentare colorazione atipica: in assenza di

colonie caratteristiche sceglierne 5 di colore biancastro.

Test dell'ossidasi: sono disponibili dischetti pronti all’'uso. Si rimanda alle istruzioni del

produttore.

In caso di negativita al test dell’ossidasi procedere al test di fermentazione del glucosio
(semina per infissione in Glucose Agar) sul resto della stessa colonia

ved. indicazioni generali: conta per i metodi in piastra ed espressione dei risultati

Controlli di qualita dei terreni*

Terreno Parametro  Ceppi di controllo WDCM Terreno di Incubazione  Criterio
riferimento
VRBG Produttivita ~ E. coli** 00012° TSA (24 £ 2)h/ Pr20,5
00013 (37x1) °C
S. Typhimurium®™* 00031
S. Enteritdis © ** 00030
Selettivita E. faecalis ° 00009 -- (24 £ 2)h/ Inibizione
00087 (371) °C totale

* ved indicazioni generali per i controlli di qualita dei terreni secondo 1ISO 11133:2014

Reazione caratteristica su VRBG:

** Colonie da rosa a rosso con o senza alone di precipitazione

Conta di Enterobacteriaceae
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Schema di lavoro riferito alla norma ISO/TS11059:2009
per la conta di Pseudomonas spp.

1g
Preparazione della sospensione madre (X g/ml di campione + 9X g/ml di diluente = 10’1)
e allestimento delle diluizioni successive.
Semina in superficie su Penicillin and Pimaricin Agar (PPA) di 0,1 ml del campione di
prova (se liquido) oppure della sospensione iniziale (in caso di altri prodotti) e/o delle
diluizioni successive preparate.
Incubazione delle piastre a 25 °C + 1 °C per 48h + 2 (non capovolgere le piastre)
24
39 Conta delle colonie (selezionare tutte le piastre contenenti meno di 150 colonie
caratteristiche)
Isolamento per striscio su Nutrient Agar (NA) di 5 colonie /piastra per la conferma
Incubazione delle piastre a 25 °C + 1 °C per 24-48 h
49 Per ogni colonia effettuare
il
test dell'ossidasi
+ -
Test di fermentazione del glucosio Colonie non
(25 °C per 24 h+3h) confermate come Pseudomonas spp.
|
- ¢ \|/ +
59 Calcolo del
numero di
Pseudomonas Colonie non
spp. confermate come
identificate/ piastra Pseudomonas spp.
(a)
Calcolo del
numero di

Pseudomonas spp.
identificate/g o ml
di campione (N)

Conta di Pseudomonas spp.
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— Pseudomonas spp.: specie di batteri del genere Pseudomonas che
sviluppano colonie sul terreno PPA a 25 °C e che mostrano le caratteristiche
biochimiche descritte (colonie ossidasi positive, e negative per la
fermentazione del glucosio) nelle condizioni specificate dalla norma ISO/TS
11059:2009

Terreno PPA:
Aggiungere asetticamente al terreno Pseudomonas agar base sterile e mantenuto tra
44 °C e 47 °C:
* 0,1 ml di soluzione di Penicillina* filtrata (conc. finale: 100 000 U/
* 0,1 ml di soluzione di Pimaricina** sterile (conc. finale: 0,01 g/l).
Le piastre possono essere conservate al buio a 5 °C + 3 °C per non piu di 1 giorno.

Penicillin G, potassium salt 10° Ul

H,0 10 ml

Sterilizzare per filtrazione. Conservare a 5 °C + 3 °C per 1 settimana o a -20 °C per 6 mesi

*x

Pimaricin (natamycin) 0,1g

H,0 10 ml

Sterilizzare in autoclave a 110 °C per 20 min. Aliquotare e conservare a -20 °C per 6 mesi
(altrimenti utilizzare nel giorno di preparazione)

Test dell’ossidasi: sono disponibili dischetti pronti all'uso. Si rimanda alle istruzioni
del produttore. Il test & considerato positivo quando si osserva viraggio al viola a partire
da5sedentro30s

Test di fermentazione del glucosio: il test & considerato negativo quando in
presenza di crescita batterica e dopo opportuna incubazione, non si osserva sviluppo
di colorazione gialla all'interno della provetta di Purple Glucose Agar. Alcuni ceppi di
Pseudomonas possono determinare lo sviluppo di colorazione gialla ma solo sulla
superficie dell’agar, per ossidazione del glucosio.

ved. indicazioni generali: conta per i metodi in piastra ed espressione dei risultati

Controlli di qualita dei terreni*

Terreno  Parametro Ceppi di WDCM Terreno di Incubazione Criterio
controllo riferimento
PPA Produttivita P. fluorescens 00115° TSA Pr20,5
P. aeruginosa 00025 (48 = 2)°h/
Selettivita E. colf 00012 - (25¢1)°C Inibizione
o totale
00013

* ved indicazioni generali per i controlli di qualita dei terreni secondo ISO 11133:2014

Conta di Pseudomonas spp.
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Schema di lavoro riferito alla norma ISO 7889:2003 per la conta dei
microrganismi caratteristici dello yogurt

Tecnica della conta a 37 °C

19 Preparazione della sospensione madre (X g/ml di campione + 9X g/ml di diluente = 10™)
e allestimento delle diluizioni successive.

Semina nella massa:
|

v \’

MRS acidificato M17

(Incubazione in anaerobiosi a 37 °C per (Incubazione in aerobiosi a 37 °C per 48
72h) h)
I I

29

\%

39 Conta delle colonie caratteristiche

Prove di conferma (su un n° di colonie pari
alla radice quadrata della conta totale)

Calcolo del n° di colonie di S. thermophilus
/9 (Ns)

ved. indicazioni generali: conta per i metodi in
piastra ed espressione dei risultati

\2 I

49 Conta delle colonie caratteristiche

Prove di conferma (su un n° di colonie pari
alla radice quadrata della conta totale)

Calcolo del n° di colonie di L. delbruekii
subsp. bulgaricus / g (N.)

ved. indicazioni generali: conta per i metodi in
piastra ed espressione dei risultati

\Z %

Calcolo del numero totale di microrganismi caratteristici / g:
N = Ns + N|_

Conta dei microrganismi caratteristici dello yogurt
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— S. thermophilus: microrganismo termofilo che nelle condizioni specificate nella
norma ISO 7889:2003 forma su M17 colonie lenticolari di 1-2 mm di diametro.
Al microscopio si presentano come catenelle di cocchi o diplococchi

— L. delbruekii subsp. bulgaricus:microrganismo termofilo che nelle condizioni
specificate nella norma ISO 7889:2003 forma su MRS acidificato colonie
lenticolari di 1-3 mm di diametro. Al microscopio si presentano come
bastoncelli

Aggiustare il pH del terreno MRS con acido acetico in modo che dopo la sterilizzazione
sia54+0,1a25°C+1°C.

Trasferire in ciascuna di 2 piastre Petri 1ml del campione (se liquido) e/o di tutte le
diluizioni preparate e aggiungere 15 ml di terreno MRS acidificato (raffreddato a 45 °C)/
piastra.

Verificare che il pH della base del terreno M17 dopo la sterilizzazione sia 6,8 + 0,1

a 25 °C . Aggiungere alla base (raffreddata a 45 °C) una soluzione sterile di lattosio al 10
% portata a 50 °C per ottenere il terreno completo con lattosio allo 0,5 %.

Trasferire in ciascuna di 2 piastre Petri 1 ml del campione (se liquido) e/o di tutte le
diluizioni preparate e aggiungere 15 ml di terreno M17 completo (44-47 °C).

In caso di crescita assente o estremamente lenta si raccomandano le sequenti possibili
condizioni alternative:

S. thermophilus L. delbruekii subsp. Bulgaricus

Aumento T incubazione (39-42 °C e 45 °C per Aumento T incubazione (40-42 °C e 45 °C
24h in aerobiosi) per 48 h in anaerobiosi)

Riduzione del contenuto in B-glicerofosfato Incubazione fino a 5-6 gg

Modifica del pH Modifica del pH

Eventuale utilizzo di LBA a 50 °C+ 0,5 °C per
72h in anaerobiosi

Prove di conferma S. thermophilus L. delbruekii subsp.
bulgaricus

Gram + +

Catalasi - -

Spore - _

Conta dei microrganismi caratteristici dello yogurt
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19

29

39

49

Schema di lavoro riferito alla norma ISO 15214:1998
per la conta dei batteri lattici mesofili

Tecnica della conta a 30 °C

Preparazione della sospensione madre (X g/ml di campione + 9X g/ml di diluente = 10™")
e allestimento delle diluizioni successive.

Semina nella massa

Trasferire in ciascuna di 2 piastre Petri 1ml del campione (se liquido) e/o di tutte le diluizioni
preparate e aggiungere 15 ml di terreno MRS acidificato (raffreddato a 47 °C £ 2 °C) /
piastra.

Alternativamente si puo procedere con la semina in superficie con incubazione in
condizioni di anaerobiosi o di microaerofilia

Se possibile e appropriato, ridurre la semina alle diluizioni (almeno due diluizioni decimali
consecutive) che possano produrre conte comprese tra 10 e 300 colonie/piastra.

Incubazione a 30 °C per 72 h + 3 h.

Conta delle colonie e calcolo dei risultati
ved. indicazioni generali: conta per i metodi in piastra ed espressione dei risultati

Conta dei batteri lattici mesofili
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— Batteri lattici mesofili: batteri che a 30 °C sviluppano colonie nel terreno
solido selettivo (MRS a pH 5,7) nelle condizioni specificate dalla norma ISO

15214:1998

Aggiustare il pH del terreno MRS in modo che dopo la sterilizzazione sia

57+0,1a25°C

Le colonie tipiche si presentano compatte, con aspetto piumoso, piccole, opache e
bianche. Su MRS possono svilupparsi anche altri microorganismi diversi dai batteri
lattici, pertanto pud essere necessario confermare le colonie con colorazione di Gram e
con il test della catalasi (i batteri lattici sono Gram + e catalasi -).

Controlli di qualita dei terreni*

Terreno Parametro Ceppi di WDCM Terreno di  Incubazione Criterio
controllo riferimento
MRS Produttivita L. sakei 00015° MRS gia (72+3)h/ Pr20,7
L. lactis 00016° verificato (30%1)°C
P. 000158
pentosaceus
Selettivita E. coli 7 00012 - (72+3)h/ Inibizione
o (3041)°C totale
00013
B. cereus 00001

* ved indicazioni generali per i controlli di qualita dei terreni secondo ISO 11133:2014

Conta dei batteri lattici mesofili
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Schema di lavoro riferito alla norma ISO 16649-2:2001 per la conta
delle colonie di Escherichia coli beta-glucuronidasi positivo

19
Preparazione della sospensione madre (X g/ml di campione + 9X g/ml di diluente = 10™)
e allestimento delle diluizioni successive.
Semina nella massa
Trasferire in ciascuna di 2 piastre Petri 1ml del campione (se liquido) e/o di tutte le diluizioni
preparate. Versare circa 15 ml di TBX (raffreddato a 44°C-47°C) in ogni piastra Petri
Incubazione a 44°C + 1°C per 18-24 h (I'incubazione non deve superare le 24 h)

2g Conta delle colonie e calcolo dei risultati

ved. indicazioni generali: conta per i metodi in piastra ed espressione dei risultati

Conta di E. coli beta-glucuronidasi positivo
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Escherichia coli beta-glucuronidasi positivi: batteri che a 44 °C formano

tipiche colonie blu su terreno TBX nelle condizioni specificate dalla norma U

ISO 16649-2:2001

Se si sospetta la presenza di cellule stressate pre-incubare per 4 h a 37°C e quindi
portare la temperatura di incubazione a 44°C per 18-24 h (non superare i 45°C)

Applicare la formula generale quando almeno una piastra tra quelle destinate alla
conta contiene un minimo di 15 colonie blu:

N =3Ya/V (n, + 0,1 - ny) d dove ya = somma delle colonie contate su tutte le piastre di
2 diluizioni successive di cui almeno una contenga 15 colonie blu

Controlli di qualita dei terreni*

Terreno Parametro Ceppi di WDCM Terreno di Incubazione Criterio
controllo riferimento
TBX Produttivita E. coli 00012° TSA Pr20,5
00013¢
00202
—— — 21+3)h/ ———
Selettivita E. faecalis 00009 -- (4411)°C Inibizione
00087 totale
Specificita C. freundii 00006° -- colonie di
colore
P. aeruginosa 00025 verde-beige

E. coliWDCM 00013: forte produttore di B-glucuronidasi

E. coli WDCM 00201: debole produttore di -glucuronidasi

* vedi indicazioni generali per i controlli di qualita dei terreni secondo ISO 11133:2014

Conta di E. coli beta-glucuronidasi positivo
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Schema di lavoro riferito alla norma 1SO 11290-2: 1998/Amd 1:2004

per la conta di Listeria monocytogenes

19 RIVITALIZZAZIONE

Preparazione della sospensione madre
(Xg o Xml di campione + 8X g o 9X ml di BPW)

Incubazione a 20 °C £ 2°C per1 h £5 min

Allestimento delle diluizioni decimali successive e isolamento su ALOA

Incubazione a 37°C+ 1°Cper24h+3

29 Conta delle colonie caratteristiche presuntive su ciascuna piastra
Conferma delle colonie selezionate

(Seguire lo schema per le prove di conferma riportato nello schema per la ricerca di
Listeria monocytogenes)

Dopo conferma:
Calcolo del n® di colonie conformi ai criteri di identificazione per piastra (a)
Calcolo del n® di L. monocytogenes per g o ml di campione (N)

ved. indicazioni generali: conta per | metodi in piastra ed espressione dei risultati

Conta di Listeria monocyfogenes




Preparazione della sospensione madre
Quando sullo stesso campione devono essere eseguiti entrambi i metodi (ISO

11290-1 e 2), utilizzare come diluente HALF FRASER BROTH base con la sola
aggiunta di ferro (lll) ammonio citrato.

Dopo Tlallestimento delle diluizioni decimali per la numerazione di Listeria
monocytogenes , aggiungere alla sospensione madre gli agenti selettivi e
procedere con il metodo per la ricerca Listeria monocytogenes.

L'uso di questa procedura dovrebbe essere riportata nel rapporto di prova.

Isolamento su ALOA

inoculare 0,1 ml delle diluizioni, per piastra di ALOA, in doppio (spatolare I'inoculo
evitando di toccare il bordo della piastra e lasciarlo assorbire per 15" a t. a).
Invertire le piastre e incubare.

Per stimare bassi numeri di Listeria monocytogenes, distribuire 1.0 ml della
sospensione iniziale su una piastra Petri da 140 mm o su tre piastre da 90 mm, in
duplicato.

Prove di conferma

Seguire lo schema per le prove di conferma riportato nella parte per la ricerca di
Listeria monocytogenes

Selezionare 5 colonie caratteristiche presuntive da ogni piastra considerata per la
conta (possibilmente due diluizioni successive).

Se una piastra contiene < di 5 colonie presuntive, selezionarle tutte per la
conferma.

Conta di Listeria monocytogenes
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Schema di lavoro riferito alla norma ISO 11290-1: 1996/Amd 1:2004

per la ricerca Listeria monocytogenes

19 ARRICCHIMENTO PRIMARIO

Preparazione della sospensione madre
(Xg o Xml di campione + 9X g o 9X ml di Half Fraser broth)

Incubazionea30°C+1°Cper24h+3h

2g ISOLAMENTO PER STRISCIO ARRICCHIMENTO SECONDARIO
1
\ \
ALOA PALCAM Fraser broth
37°C + 1 per 37 °C + 1 per
24h £3h 24h +3h 37°C + 1 per24 h + 3h
| | I
39 Selezione e isolamento colonie ISOLAMENTO PER STRISCIO
caratteristiche presuntive
\'% \% \V; :
TSYEA TSYEA ALOA PALCAM
37 °C = 1 per 37 °C £ 1 per 37°C + 1 per 37 °C £ 1 per
24h 24h 24h £3h 24h £3h
| l y y
49 CONFERMA BIOCHIMICA E Selezione e isolamento colonie
SIEROLOGICA caratteristiche presuntive
A) Listeria spp. A) Listeria spp. TSYEA TSYEA
B) Listeria B) Listeria 37 °C £ 1 per 37 °C £ 1 per
monocytogenes monocytogenes 24h 24h
\I/ \l/
59 CONFERMA BIOCHIMICA E
SIEROLOGICA
A) Listeria spp. A) Listeria spp.
B) Listeria B) Listeria
monocytogenes monocytogenes

Dopo conferma: espressione del risultato come
presenza o assenza di Listeria monocytogenes in X g o in X ml di campione testato

Ricerca di Listeria monocytogenes
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Arricchimento secondario:
0,1 ml brodocoltura in 10 ml di Fraser Broth

Il viraggio del Fraser al nero indica I'idrolisi dell’esculina

L. monocytogenes su ALOA: (vedi foto)
colonie verde-blu con alone opaco; alone debole o assente in caso di stress.

Listeria spp. su PALCAM: colonie di 1,5-2 mm di diametro, grigio-verdi (24 h) o
verdi (48 h), a volte con centro nero (24 h) o con depressione centrale (48 h), ma
sempre circondate da alone nero.

Se necessario incubare per ulteriori 24 h + 3h

Nota: ALOA (terreno selettivo primario) e PALCAM (terreno selettivo secondario): &
consentito I'uso di terreni con identica formulazione.

Selezionare 5 colonie caratteristiche presuntive da ALOA e PALCAM. Se una
piastra contiene meno di 5 colonie presuntive di Listeria spp., selezionarle tutte per
la conferma dopo isolamento su TSYEA.

Se necessario incubare per ulteriori 24 h + 3

Listeria spp. su TSYEA: colonie di 1-2mm di diametro, convesse, incolori, opache
e bordo intero.
Eseguire le prove di conferma dalle colonie isolate su TSYEA

Ricerca di Listeria monocytogenes
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Da sinistra:
Isolamento di Listeria ivanovii e Listeria monocytogenes su ALOA
Colonie tipiche circondate da una zona chiara di precipitazione.

Un componente nella formulazione dellALOA ¢ il 5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-glucopiranoside, un
substrato enzimatico per una B-D-glucosidasi, espressa da tutte le Listeria spp. Un secondo
substrato, L-a-fosfatidilinositolo, & idrolizzato dalla fosfolipasi C fosfatidil inositolo specifica (PI-PLC),

un fattore di virulenza espresso soltanto dalle due specie patogeniche Listeria monocytogenes e
Listeria ivanovii.

Le foto evidenziano come su ALOA le colonie di Listeria monocytogenes e Listeria ivanovii siano
morfologicamente identiche

Isolamento di Listeria innocua su ALOA

Colonie tipiche prive di alone di precipitazione per Listeria innocua, Listeria seeligeri, Listeria
welshimeri e Listeria gray.
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PROVE DI CONFERMA

(ISO 11290-1: 1996/Amd 1:2004 e ISO 11290-2: 1998/Amd 1:2004

A) CATALASI

Dispensare una goccia di H,O, su un vetrino porta oggetti. Stemperarvi 1
colonia prelevata da TSYEA. L'immediato sviluppo di ossigeno gassoso
indica una reazione positiva. Listeria spp. & catalasi +.

B) MOTILITA

1) Trasferire una colonia da TSYEA a TSYEB. Incubare a 25°C per 8-24 h
(fino a intorbidimento del terreno). Trasferire una goccia un’ansa su un
vetrino da microscopio, coprire con un coprioggetto ed esaminare al
microscopio. Listeria spp., bastoncelli mobili.

Nota: colture cresciute al di sopra dei 25°C potrebbero perdere la mobilita.
Oppure:

2) Seminare una colonia per infissione da TSYEA a Motility Agar.
Incubare a 25°C per 48 h. La crescita di Listeria spp. Intorno al canale di
infissione produce un tipico aspetto a ombrello.

C) COLORAZIONE DI
GRAM

Eseguire la colorazione di Gram su una colonia prelevata da TSYEA.
Listeria spp. € Gram+ e di forma bastoncellare.

Listeria spp. su Motility Agar
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B) Conferma di Listeria monocytogenes

1) Seminare per infissione una colonia prelevata da TSYEA in sheep
D) EMOLISI (vedi foto) blood agar. Includere un controllo positivo (L. monocytogenes) e un
controllo negativo (L. innocua), incubare a 37°C per 24 h + 2 h. Listeria
monocytogenes mostra caratteristiche di -emolisi differenti da altre
specie emolitiche del genere Listeria.
Oppure:
2) Trasferire una colonia da TSYEA in 150ul di TSYEB. Incubare a 37°C
per 2 h. Aggiungere 150 pl di una sospensione di emazie da sheep
blood. Incubare a 37°C per 15-60’, refrigerare a 3°C + 2 per circa 3 h.
Esaminare per I'attivita emolitica. Se la reazione non & chiara, rimettere a
3°C + 2 per altre 3 h.

Possono essere utilizzati kit commerciali per la conferma biochimica di

E) UTILIZZO DEI Listeria monocytogenes e per l'utilizzo si rimanda alle specifiche del
CARBOIDRATI produttore.
(vedi foto)
Eseguire strisci su agar sangue secondo il modello riportato in figura.
F) C.AMP TEST Incubare a 37°C per 18-24 h. E’ considerata reazione positiva una
(vedi foto) pronunciata zona di p-emolisi all'intersezione del ceppo test con ognuna
delle colture di S. aureus (NCTC 1803 o ATCC 25923) e R. equi (NCTC
1621 o ATCC 6939). Una reazione positiva con S. aureus appare come
piccola zona di aumento di emolisi che si estende solo fino a 2 mm dal
ceppo test ed entro la debole zona emolitica dovuta alla crescita della
coltura di S. aureus; una reazione positiva con R. equi si osserva coma
un’ampia (da 5mm a 10 mm) punta a freccia di emolisi. La reazione &
considerata negativa se una piccola zona di debole emolisi si estende
solo fino a circa 1 mm all'intersezione del ceppo test con la zona di
diffusione della coltura di R. equi. L. monocytogenes mostra una reazione
S. aureus” e R. equi” (una sottile zona di emolisi all'intersezione con la
coltura di R. equi).
Srmre Emolisi Produzione di acido Camp test
Ramnosio Xilosio S. Aureus R. Equi
L. monocytogenes +° +° - + -
L. innocua - \ - - -
L. ivanovii (++) - + - +
L. seeligeri (+) - + (+) -
L. welshimeri - \ + - -
L. grayi - V - - -

a = Descritti rari isolati di L. monocytogenes Ramnosio-negativi
b = Descritti rari ceppi di L. monocytogenes non emolitici

V = REAZIONE VARIABILE

(+) = REAZIONE DEBOLE

(++) = Attivita emolitica piu forte

+=POSITIVITA > 90%

- = NESSUNA REAZIONE
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Particolare dell’attivita B-emolitica di tre specie del genere Listeria

L’emolisi & visibile come zona di chiarificazione intorno al punto di infissione e di lesione del terreno
(Columbia Agar con il 5% di sangue di montone).

A - Listeria innocua: specie non emolitica e non patogena. (controllo A nei tre settori della piastra).

B - Listeria monocytogenes: I'attivita emolitica & dovuta all’azione della proteina listeriolisina (LLO).

C - Listeria seeligeri: I'attivita emolitica € dovuta all’azione della proteina seeligerolisina (SLO).
Attivita di RB-emolisi piu debole se comparata alle altre due specie emolitiche, come risultato di una
bassa espressione del gene codificante.

D - Listeria ivanovii: 'attivita emolitica € legata all’espressione della proteina ivanolisina (ILO). L.
ivanovii mostra una R-emolisi pil accentuata, per I'espressione di una sfingomielinasi non presente
nelle altre specie.
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Listeria spp. - fermentazione dei carboidrati su galleria API Listeria
Dallalto:

Listeria monocytogenes
Controllo negativo
Listeria innocua
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Listeria spp. - CAMP test

R Rodococco equi (ATCC 6939)

S Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
B Listeria monocytogenes S*IR°

C Listeria seeligeri S/R Visibile una R-emolisi lungo lo striscio ma assenza di emolisi sinergica
all'intersezione con i ceppi ATCC

A Listeria innocua Nessuna attivita emolitica

D Listeria ivanovii STR"
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Controlli di qualita dei terreni *

Terreno Parametro Ceppi di controllo WDCM Terreno di Incubazione Criterio
riferimento
ALOA Produttivita L. monocytogenes 4b 00021
ISO
(11290- L. monocytogenes 1/2a 00109 TSA Pr 205
2)
Selettivita E. coli ° 00012 (44x4)h/
00013 @7+1)°C L
Inibizione
E. faecalis® 00009 totale (0)
00087
Specificita L. innocua 00017
ALOA Produttivita L. monocytogenes 4b 00021 (44 +4)h/
1ISO (37+1)°C Buona
(11290- L. monocytogenes 1/2a 00109 Crescita (2)
1)
Selettivita P 00012
E. coli 00013 Inibizione
00009 totale (0)
E. faecalis ° 00087
Specificita
L. innocua 00017
Fraser Produttivita L. monocytogenes 4b 000217
+E. coli ® 00012 >10
00013 (48+2)h/ colonie su
(37t1)°C
00009 ALOA
+E. faecalis 00087
L. monocytogenes 1/2a 00109
+E. coli? 00012
00013
+ E. faecalis 00009
00087
Selettivita 00012 Inibizione
E. coli? 00013 totale (0)
suTSA
E. faecalis 7 00009 <100
00087 colonie su
TSA
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Terreno Parametro Ceppi di controllo WDCM Terrenodi Incubazione Criterio
riferimento
Half- Produttivita L. monocytogenes 4b  00021°
Fraser
+ E.coli® 00012 24 +2)h/ C;;r?ie
00013 (30+1)°C su ALOA
+ E. faecalis * 00009
00087
L. monocytogenes 00109
1/2a
00012
+E. coli ¢ 00013
00009
+ E. faecalis 00087
Selettivita E. coli® 00012 Inibizione
00013 totale (0)
su TSA
E. faecalis ” 00009 <100
00087 colonie
su TSA
TSYEB Produttivita L. monocytogenes 4b  00021°
(21£3)h/ Torbidita
L. monocytogenes 00109 (25+1)°C (1-2)
1/2a
TSYEA Produttivita L. monocytogenes 4b  00021° Buona
(21£3)h/ .
L. monocytogenes 00109 (37+1)°C Cr{z;;:'ta
1/2a
= —— - S
BPW Diluizione E. coli 00012° cij(())ni/;/
00013 45 min—-1h
TSA /20 °C - To (230
0,
S. aureus 00034° 25°C % della
conta
originale)

* ved indicazioni generali per i controlli di qualita dei terreni secondo 1ISO 11133:2014
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Schema di lavoro riferito alla norma ISO 6579:2002
per la ricerca di Salmonella spp. (parte 1)

19 PRE-ARRICCHIMENTO (NON SELETTIVO)

Preparazione della sospensione madre
(Xg 0 Xml +9X g o ml di BPW )

Incubazione a 37°C £ 1°C per18 h+2h

29 ARRICCHIMENTO SELETTIVO
\ \%
0,1 ml di coltura + 10 ml di RVS broth 1ml di coltura + 10 ml di MKTTn broth
(41,5°C+1per24ht3) (37 °C+1per24h+3)
I |
3g ISOLAMENTO
XLD agar Secondo terreno XLD agar Secondo terreno
(37°C 1 per24 h selettivo a scelta (37 °C + 1 per selettivo a scelta
+3) 24 h £ 3)
1 1 | |
49 CONFERMA
*Selezione delle colonie per la conferma
\V4 \/ \% \
da 1 colonia: da 1 colonia: da 1 colonia: da 1 colonia:
isolamento per isolamento per isolamento per isolamento per
striscio su NA striscio su NA striscio su NA striscio su NA
(37 °C = 1 per (37 °C = 1 per (37 °C = 1 per (37 °C £ 1 per
24 h + 3) 24 h + 3) 24 h + 3) 24 h £ 3)
\% v \, \

** Conferma biochimica e sierologica (vedere schema)
Se il risultato & negativo, ripetere da * a ** per altre 4 colonie considerate tipiche o sospette

Interpretazione dei risultati

Ricerca di Salmonella spp.
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Utilizzare il diluente a temperatura ambiente altrimenti, in caso di grandi quantita di
campione, portarlo a 37 °C £ 1°C prima dell'utilizzo

Il secondo terreno selettivo & a scelta del laboratorio tra BGA, bismuth sulfite agar,
chromogenic agar etc...

Colonie tipiche su XLD: centro nero e zona trasparente di colore rossastro.
Varianti H,S negative (es.: S. Paratyphi A): rosa con centro rosa piu scuro.
Lattosio +: gialle con o senza annerimento.

Selezionare almeno 1 colonia considerata tipica o sospetta e isolare per striscio su
Nutrient Agar (NA). Se su una piastra ci sono meno di 5 colonie tipiche o sospette

selezionare tutte le colonie tipiche o sospette presenti.

In caso di studi epidemiologici si raccomanda di eseguire le conferme a partire da

almeno 5 colonie/piastra di NA.

In caso di positivita o di presunta positivita inviare il ceppo/ ceppi ad un Centro di
Riferimento per Salmonella per la tipizzazione definitiva.

Ricerca di Salmonella spp.
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Terreni non inoculati per I'arricchimento
selettivo: MKTTn a sinistra e RVS a
destra

Terreno XLD non inoculato

Salmonella Typhimurium su XLD
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Terreno cromogeno non inoculato

Terreno BGA non inoculato

Salmonella Typhimurium su terreno cromogeno

Salmonella Typhimurium su BGA
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PROVE DI CONFERMA

ISO 6579:2002 (parte 2)

A) Conferma biochimica

TSI agar a becco di
clarino (37°C =1 °C per
24hx3h)

Colture tipiche di Salmonella: superficie rossa, fondo giallo (acido da glucosio) con
formazione di gas. (Nota: Salmonelle lattosio +: superficie gialla). Nel 90 % dei casi si
nota annerimento dell'agar per formazione di idrogeno solforato

Prove biochimiche

Ureasi, lisina decarbossilasi, 3-galattosidasi, produzione di acetoina, produzione di

differenziali indolo. Per i dettagli vedere EN/ ISO 6579.
In alternativa, possono essere utilizzati kit commerciali per il cui utilizzo si rimanda
alle specifiche del produttore.
Interpretazione
S. Typhi S. Paratyphi A S. Paratyphi S. Paratyphi Altri ceppi
B C
reazione % reazione % reazione % reazione % reazione %
TSI acido da + 100 + 100 + + + 100
glucosio
TSI gas da glucosio - 0 + 100 + + + 92
TSI acido da lattosio - 2 - 100 - - - 1
TSI acido da - 0 - 0 - - - 1
saccarosio
TSI idrogeno + 97 - 10 + + + 92
solforato
Idrolisi dell'urea 0 - 0 - - - 1
Decarbossilazione + 98 - 0 + + + 95
della lisina
Reazione della B- - 0 - 0 - - - 2°
galattosidasi
Reazione di Voges- - 0 - 0 - - - 0
Proskauer (VP)
Produzione di indolo - 0 - 0 - - - 1

a: Salmonella enterica subsp. arizonae pud dare reazione + o — al lattosio ma & sempre -galattosidasi +
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B) Conferma sierologica

1) Eliminazione dei ceppi
autoagglutinanti

Eseguire 1) e 2) utilizzando una stessa colonia. La fase 2 viene eseguita solo su

ceppi NON autoagglutinanti

2) Ricerca della presenza
degli
antigeni O-Vi- e H-

In commercio sono disponibili sieri anti-Vi e sieri anti-O e anti-H sia monovalenti

che polivalenti.

Assicurarsi che la scelta ricada su sieri in grado di garantire I'identificazione di tutti i

sierotipi di Salmonella

Interpretazione

Reazioni Auto - Reazioni sierologiche Interpretazione
biochimiche agglutinazione
tipiche No Positivita agli antigeni O, Vie Ceppi considerati Salmonella
H
tipiche No Negativita a tutte le reazioni
tipiche Si Non testati Ceppi presunti Salmonella
non tipiche No/Si Positivita agli antigeni O, Vie
H
non tipiche No/Si Negativita a tutte le reazioni Ceppi non considerati

Salmonella
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Prova di conferma biochimica per I'utilizzazione di
- - - 3 zuccheri (lattosio, saccarosio e glucosio) su TSI.

Da sinistra:

Terreno non inoculato

i Salmonella Enteritidis
Salmonella Typhimurium.
Salmonella Enteritidis
Fondo giallo glucosio positivo
Fondo nero produzione idrogeno solforato
Slant rosso saccarosio / lattosio negativo
Salmonella Typhimurium

v

Fondo nero  produzione idrogeno solforato

slant rosso  saccarosio / lattosio negativo

vl

DA L NI IS I

Galleria API 20E non inoculata

iU'l. 1B B ‘..
L 3 -

Galleria API 20E inoculata con Salmonella Typhimurium
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Controlli di qualita dei terreni *

Terreno  Parametro Ceppi di controllo WDCM Incubazione Criterio
BPW Produttivita S. Typhimurium ° 00031 (18 £2)h/ Torbidita
S. Enteritidis ® 00030 (37+1)°C (1-2)
MKTTn Produttivita S. Typhimurium ° 00031 >10 colonie su XLD/BGA
S. Enteritidis ° 00030
+E. coli® 00012 0 00013 (24 £3)h/
+P. aeruginosa 00025 B7+1)°C
Selettivita E. coli 7 00012 0 00013 <100 colonie su TSA
E. faecalis® 00009 o 00087 <10 colonie su TSA
RVS Produttivita S. Typhimurium ° 00031 >10 colonie su XLD/BGA
S. Enteritidis ° 00030
(24 £3)h/
+ E. coli 00012 0 00013 41,5+1)°C
+P. aeruginosa 00025
Selettivita E. coli® 00012 0 00013 <100 colonie su TSA
E. faecalis® 00009 o 00087 <10 colonie su TSA
XLD Produttivita S. Typhimurium° 00031 Crescita buona
S. Enteritidis ° 00030
(24 £3)h/
Selettivita E. coli® 00012 0 00013 (37+1)°C Crescita o parziale
inibizione
E. faecalis® 00009 o 00087 Totale inibizione
NA Produttivita S. Typhimurium ° 00031 (24 £2)h/ Crescita buona
S. Enteritidis ¢ 00030 (37+1)°C

d = ceppi a scelta (di questi, uno & da utilizzare obbligatoriamente)

* ved indicazioni generali per i controlli di qualita dei terreni secondo ISO 11133:2014

233




Stabilita microbiologica del latte UHT e sterilizzato

Stabilita microbiologica del latte UHT e sterilizzato
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Un latte delattosato che dopo incubazione a 55°C per 7 giorni presenti imbrunimento
come unica alterazione, deve essere considerato microbiologicamente stabile. La
variazione osservata ¢ infatti dovuta alla reazione di Maillard (imbrunimento non
enzimatico) e quindi indipendente dalle condizioni microbiologiche del prodotto.

In caso di alterazioni non inequivocabilmente attribuibili a crescita microbica
(cioe diverse da: rigonfiamenti della confezione, odore atipico, presenza di
coaguli ...) procedere ad idoneo accertamento microbiologico per verificare la
sterilita del campione, mediante Conta Batterica Totale (ISO 4833-1).

Campioni di latte UHT delattosato appartenenti allo stesso lotto di
produzione.

Dopo incubazione in confezioni integre rispettivamente a 30 °C per 15
giorni (a sinistra) e a 55 °C per 7 giorni (a destra), 'esame ispettivo non
ha evidenziato alterazioni attribuibili a crescita microbica.

| due campioni sono stati travasati in contenitori di vetro appositamente
per la ripresa fotografica.

Stabilita microbiologica del latte UHT e sterilizzato
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Schema di lavoro per la rilevazione delle enterotossine
stafilococciche di tipo A, B, C, D ed E riferito al metodo del’EU-RL
per gli Stafilococchi coagulasi positivi compreso S. aureus
(versione 5, 2010)

19 Estrazione

Prodotti liquidi: miscelare bene il campione e prelevare 25 ml
Prodotti solidi: pesare 25 g + 0,1 g di prodotto e aggiungere 40 ml di H,O distillata a 38 °C +
2 °C.Omogenare e lasciar diffondere la tossina a t.a. per almeno 30 minuti

Portare a pH 3,5 — 4,0 con HCI 5N e 1 N facendo attenzione a non scendere sotto 3,0: nel
caso, avviare una nuova analisi con altri 25 g di prodotto

Centrifugare (3130 g /15 min/ t.a.)

Trasferire il surnatante in un becker e verificare che il pH sia < 4,5 altrimenti portare il pH
tra 3,5 e 4,0 e ripetere la centrifugazione

Neutralizzare il surnatante con NaOH 5N e 1N fino a pH 7,5-8,0 facendo attenzione a non
superare 9,0: nel caso, avviare una nuova analisi con altri 25 g di prodotto

Centrifugare (3130 g /15 min/ t.a.)

Recuperare la fase acquosa neutralizzata

Concentrazione per dialisi
5 °C £ 3 °C overnight

29 Recupero dell’estratto concentrato
Rilevazione immunoenzimatica con Vidas SET2 o Ridascreen SET total

Conservare l'estratto a 5 °C + 3 °C se l'analisi & eseguita entro 48 h altrimentia <- 18 °C
per tempi piu lunghi.

Utilizzare il Vidas SET2 solo per saggi eseguiti immediatamente dopo I'estrazione.

Rilevazione delle enterotossine stafilococciche
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Concentrazione per dialisi
Preparare un tubo da dialisi* di 50-60 cm secondo le istruzioni del produttore e
risciacquare internamente ed esternamente con H,O distillata.
Trasferire all'interno del tubo la fase acquosa neutralizzata; assicurare le estremita e
trasferire in una vaschetta contenente una soluzione di PEG al 30% (w/v). Lasciare
completamente immerso overnighta 5 °C + 3 °C

*Membrana da dialisi MWCQO: 6000-8000 Daltons; larghezza piatta: 23 mm + 2 mm
(Spectra/Por ref: 132 650, Spectrum)
Chiusure: I=35 mm (Spectra/Por ref: 132 736 Spectrum)

Recupero dell’estratto
Dopo aver sciacquato la parte esterna del tubo con H,O distillata per rimuovere le
tracce di PEG, recuperare scrupolosamente il contenuto (5,0-5,5 g) sfregando le
pareti interne del tubo 'una contro I'altra aiutandosi con movimenti manuali e
utilizzando qualche goccia di PBS.

Trasferire I'estratto concentrato in una beuta di vetro.

Rilevazione immunoenzimatica
Esecuzione Vidas SET2

Determinazione del test value (TV):

TV =RFV campione/ RFV standard

Interpretazione:

Presenza di enterotossina A-E in 25 g di campione per TV > 0,13

Esecuzione Ridascreen SET total

Controllo di qualita a 450/630 nm:

Assorbanza del controllo positivo > 1,0

Assorbanza del controllo negativo < 0,1

Determinazione del cut-off:

Valore cut-off = Assorbanza del controllo neg + 0,15

Interpretazione:

Presenza di enterotossina A-E in 25 g di campione per Assorbanza del campione
> cut off

Rilevazione delle enterotossine stafilococciche
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RIPASSANDO BIOCHIMICA...

LATTOSIO

Come ¢ noto, il lattosio € uno zucchero sintetizzato nella ghiandola mammaria grazie al
sistema della lattosio-sintasi, che lega una molecola di D-galattosio con una di D-glucosio.

UHgOH CHOH
e I.I 9 OH H. 4 2 OH
4 M OH H A 4~ OH H 2
L[3 H o) 4 H
H aH H O
f-I-galattosio B il

Nella formazione del lattosio, si realizza un legame fra I’OH in posizione 1 del galattosio
e I’OH in posizione 4 del glucosio, con eliminazione di una molecola di H,O.

SCHOH SeHLOH
0 ——
o 4y . N | ., DIl
4 \: ‘:n‘ 0 ag ok ﬁ i
OH H w % OH H 7'
H ™) H H
E] ] i |
H OH H OH

Lattesio torma fi
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La produzione del lattosio avviene dunque nella ghiandola mammaria solo durante la lat-
tazione. L’enzima coinvolto nella biosintesi, la galattosio-transferasi, ¢ presente in tutti i
tessuti dell’organismo, in cui di solito catalizza una reazione che non porta a formazione di
lattosio, ma di glicoproteine, come si vede nello schema seguente:

(R TG g CIIII {I.'II_.I}JT

| l r_u{ ' |
on i o "y “oom vpe 1" L H
(LT url ] [T L [ Ty
H o-tor @ \ / S 1
([T T" il .'::u
I'.I =ik I!I' a4l
CHl, M,
UDP-galatiosio  N-acetil-D-glucosammina D-galattosil-N-acetil-D-glucosammina

Glicoproteina

La galattosio-transferasi trasferisce le unita di galattosio dell’UDP-galattosio (forma at-
tiva del galattosio) al glucosio, producendo lattosio.

UDP-D-galattosio + D-glucosio — D-lattosio + UDP

In questa reazione 1’enzima prende il nome di lattosio-sintasi. L’ a-lattalbumina ¢, inve-
ce, una sub-unita che modifica la specificita della lattosio-sintasi; la sua formazione nella
ghiandola mammaria, regolata dall’ormone che promuove la lattazione, porta alla creazione
di un complesso a-lattalbumina-galattosil-transferasi, cio¢ della lattosio-sintasi. Lo sche-
ma seguente mostra la reazione che avviene nella ghiandola mammaria.
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Contenuto di lattosio nel latte di alcune specie di mammiferi d’allevamento:

DONNA 7.0 g/100 ml; ASINA 6.2 g/100 ml; CAVALLA 6.0 g/100 ml; LAMA 5.3 g/100
ml; MUCCA 4.6 g/100 ml; PECORA 4.4 g/100 ml; CAPRA 4 .4; g/100 ml; CAMMELLO 4.1
2/100 ml; SUINO 4 g/100 ml; RENNA 2.4 g/100 ml; CONIGLIA 1.8 g/100 ml.

Come viene demolito il lattosio nell’intestino

Una volta prodotto, il lattosio per poter essere utilizzato come fonte energetica deve essere
idrolizzato, cio¢ scisso nei due monosaccaridi costituenti.

Questo processo avviene sulla superficie esterna delle cellule epiteliali che rivestono 1’in-
testino tenue.

(da www.morothery.co.uk)

La scissione avviene ad con I’intervento di almeno tre enzimi: lattasi; lattosio-permeasi;
transacetilasi.

Lattasi

La lattasi ¢ una proteina che agisce da enzima. Gli enzimi sono sostanze chimiche che ve-
locizzano i processi biologici. Viene usualmente prodotta da quasi tutti gli individui, ad ecce-
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zione di quelli che non la sintetizzano a sufficienza nelle cellule che tappezzano il lume

dell’intestino tenue.

Queste cellule assorbono i nutrimenti nel
tratto intestinale. Il gene responsabile della
produzione della lattasi ¢ denominato LCT ed
¢ collocato sul cromosoma 21.

Danni a questo gene possono compromet-
tere la produzione o la funzione della lattasi,
che ¢ quella di “spezzare” le molecole di lat-
tosio, uno zucchero non assorbito dall’intesti-
no se prima non viene ridotto a molecole piu
piccole. Senza lattasi, il lattosio rimane nel
tratto digestivo e non puo essere usato dall’or-
ganismo (da http://livestrong.com).
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Prodeara fegaessare

Pesunieasy

-galaeosidasi

Le unita monosaccaridiche cosi formate sono trasportate dentro le cellule che rivestono I’in-
testino, da cui passano nel sangue per raggiungere il fegato. In questo tessuto vengono fosfori-
late, cioe convertite in una forma ad elevata energia che viene incanalata nella via glicolitica.

La cellula assume il lattosio

grazie all’attivita della permea-
si Lac12; la 3-galattosidasi Lac4

LATTOSIO

(b

scinde lo zucchero in glucosio e
galattosio. Il glucosio viene fo-
sforilato dall’esochinasi (HXK)
ed entra nella via glicolitica co-
me glucosio-6-fosfato; il ga-
lattosio viene prima fosforila-
to, poi convertito in glucosio-1
fosfato (in una reazione che
impiega UDP-glucosio e libe-
ra UDP-galattosio) e infine in
glucosio-6-fosfato. Il glucosio-
6-fosfato cosi prodotto entra in-
fine nella via glicolitica.
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Mentre il glucosio viene fosforilato ed inse- Galactose
rito direttamente, il galattosio deve prima esse- ATP
re convertito in glucosio, secondo le reazioni di wolactokinase| Mg
seguito schematizzate: r.ugui. Ianp
1) galattosio +ATP — galattosio-1-fosfato+ 0

ADP ad opera della galattochinasi HO /4 M

2) galattosio-1-fosfato + UDP-glucosio — NG /0~ Galactose 1-phosphate
UDP-galattosio + glucosio-1-fosfato ad o
opera della UDP-glucosio:galattosio-1-fo- L.‘DP-] 'l]_lw I S
sfato uridiltransferasi 7 euzone  Dhoerbain uridylyliranaferas
3) UDP-galattosio — UDP-glucosio ad opera + Glucose 1-phosphate
della UDP-glucosio 4-epimerasi con inter- CH,0H
vento del NAD+ - T; n\\."
L]
11 galattosio subisce ulteriori trasformazioni. }M 0
In presenza di galattosio e ATP nelle cellule, il hous 9O -
gene KI/Gall si lega a KIGal80, che altrimenti O—P—{—P—0 -~
bloccherebbe il gene KiGal4, impedendo I’e- 0 0—CH, :‘} M
spressione dei geni LAC/GAL, responsabili del- UDP-galactose L
la reazione di assorbimento del galattosio. N‘ H/H
NAD I--I.:|1I:-||.1|I1:I|‘.f.:l OH OH
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OH OH

Le molecole di mono- e di-saccaridi posso-
no essere trasportate essenzialmente attraverso due sistemi di trasporto, denominati PEP-PTS
e sistema Permeasico.

cytoplasm 60A

periplasm

(Struttura della lattosio-permeasi, da Kabac, 2005)
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La stessa molecola puo essere trasportata attraverso il sistema PEP-PTS oppure attraverso
il sistema Permeasico. Analogamente, alcuni zuccheri vengono trasportati attraverso il siste-
ma PEP-PTS, mentre altri mediante il sistema Permeasico.

SISTEMA PEP-PTS PER IL TRASPORTO DEL LATTOSIO

Il legame fosfato ad alta energia nel fosfo-enol-piruvato ¢ trasferito sequenzialmente da EI
a Hpr, EIIA (tutti a livello citoplasmatico e non specifici per il lattosio), EIIB e EIIC (entram-
bi sulla membrana e specifici per il lattosio) e infine al lattosio. Il lattosio viene quindi tra-
sportato nel citoplasma cellulare come lattosio-fosfato (lattosio-P).

Lattosio

( BN ) c EII.F.-P) ( HPr EIF Pyr
ENIBC-Lac EllA HPr-P') c E PEF

Lattosio - P

SISTEMA PERMEASICO PER IL TRASPORTO DEL LATTOSIO

Il lattosio trasporta con sé un
H+ attraverso una permeasi spe-
cifica per il disaccaride. Una
volta all’interno della cellula, a
causa di un cambiamento di con-
formazione della permeasi, lat-
tosio e H+ vengono rilasciati nel
citoplasma.
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Transacetilasi

(Struttura della transacetilasi, da Roderick, 2005)

Questo enzima aggiunge gruppi acetilici al lattosio, quando entra nella cellula e partecipa
alla glicolisi. Ciascun gruppo acetilico, contenente due atomi di carbonio, si lega a un coen-
zima, formando un composto denominato acetil-coenzima-A. Le reazioni che seguono si in-
seriscono nel ciclo di Krebs per produrre energia dal metabolismo dei carboidrati.

ACETIL-COENZIMA-A
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Glicolisi (anaerobia) nel citoplasma. Reazioni del ciclo di Krebs (aerobie) nei mitocondri.
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Schema del citoplasma di una cellula (a sinistra) e struttura di un mitocondrio (a destra).

GLI ENZIMI DELLA DEMOLIZIONE DEL LATTOSIO PRESENTI NEL LATTE

Nel latte, indipendentemente dalla specie che lo pro-
duce, si trova un elevato numero di enzimi (fino a 60),
riconducibili a lipasi, proteasi, perossidasi, xantina ossi-
dasi, lisozima, amilasi, idrolasi. Appartengono alle idro-
lasi tutti i fermenti della digestione intestinale dei grassi,
delle proteine e dei carboidrati, e gli enzimi intracellulari
dei lisosomi.

Le idrolasi vengono suddivise, in rapporto al tipo di
substrato su cui agiscono, in: peptidiche, che catalizza-
no la scissione del legame peptidico; glucosidiche, che
operano la scissione dei glucosidi; esterasi carbossiliche,
che scindono gli esteri degli acidi carbossilici; fosfatasi, che idrolizzano gli esteri dell’aci-
do fosforico; pirofosfatasi, attive sull’acido pirofosforico e sui suoi esteri; amminoidrolasi,
che scindono le ammine in ammoniaca e idrossi-composti; ammidoidrolasi, che provocano
la scissione idrolitica delle ammidi.

Cosa sanno fare certi microrganismi sul lattosio. ..

La fermentazione del lattosio & possibile solo da parte di quei microrganismi che sono in grado di
produrre sia il trasportatore di membrana lattosio-permeasi (codificato dal gene LAC12) sia I’enzima
[-galattosidasi (LAC4 gene), che idrolizza il lattosio in glucosio e galattosio. In laboratorio la ricerca
a scopo diagnostico di questa proprieta viene fatta con il fest della Beta-galattosidasi.
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IN VITRO...

RICERCA IN LABORATORIO DELLA BETA-GALATTOSIDASI (TEST ONPG)

La fermentazione del lattosio € uno dei test classici per 1'identificazione
di molti microrganismi. La metodica abituale si basa sulla dimostrazione
della produzione di acido dopo che il disaccaride ¢ stato scisso in gluco-
sio e galattosio dall'enzima beta-galattosidasi. E tuttavia necessario che
il lattosio possa penetrare all'interno della cellula, grazie all'azione di una
specifica permeasi, affinché la scissione possa avvenire.

Il test ONPG permette di mettere in evidenza la presenza dell'enzima
beta-galattosidasi indipendentemente dalla presenza dell'enzima perme-
asi. In altre parole, ¢ possibile distinguere i lattosio fermentanti lenti (che
possiedono la beta-galattosidasi) dai non fermentanti il lattosio (che non
possiedono la beta-galattosidasi).

11 reattivo utilizzato & il galattoside sintetico Orto-Nitro-Fenil-f3-D-
Galattopiranoside (ONPG) che non necessita di permeasi per penetrare
nella cellula e che viene idrolizzato dai microrganismi come il lattosio.
Poiché il gruppo orto-nitrofenolo ¢ cromogenico, quando I'ONPG viene scisso in soluzione alcalina
si forma una soluzione gialla (da http://trucheck.it/biologia).
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EIN VIVO...

Microrganismi, lattosio e Gorgonzola

Quando i batteri lattici (e il Penicillium roqueforti) fanno la differenza

creando un prodotto “lactose-free” .

Nel formaggio Gorgonzola DOP il lattosio & consu-
mato dai microrganismi lattici nel corso della fermen-
tazione che accompagna il processo di caseificazione. I
Gorgonzola DOP, correttamente stagionato, non ne
contiene che tracce o quantitativi estremamente ridotti:
Si tratta dunque di un formaggio di norma molto ben
tollerato anche da chi presenta difficolta a digerire
questo zucchero (www.gorgonzola.com).

La nascita di questo formaggio (a pasta molle, bian-
ca, con venature verdastre)
viene fatta risalire all’anno
879, nella zona di Gorgon-
zola, alle porte di Milano,
anche se qualcuno la collo-
ca a Pasturo, in Valsassina.
La citta di Gorgonzola ri-
mase comungque il centro di
produzione di quel formag-
gio, chiamato “Stracchino
di Gorgonzola” o “Strac-
chino verde”.

1.1

trovo ottimo e quell’errore fece la sua fortuna.

La leggenda narra che Il Gorgonzola sia stato prodotto per sbaglio da un casaro distratto che, per cor-
rere dall’amata, lascio la cagliata fresca appesa a un gancio in una cantina umida. Il giorno seguente,
per riparare all’errore, aggiunse la cagliata fresca del mattino. Assaggiando il formaggio ottenuto, lo

Oggi la produzione del
Gorgonzola DOP (Deno-
minazine di Origine Protet-
ta) ¢ ammessa nelle provin-
cie illustrate nella cartina e
si realizza con latte bovino
pastorizzato con aggiunta
di fermenti lattici che con-
feriscono le caratteristi-
che venature. La stagiona-
tura si protrae per almeno
50 giorni per il tipo dolce
ed oltre 80 giorni per il tipo
piccante.
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GLUTINE

Le proteine del glutine possono essere divise in due frazioni principali secondo la loro so-
lubilita in etanolo e cio¢ gliadine solubili e glutenine insolubili. Entrambe le frazioni consi-
stono di numerosi componenti proteici, parzialmente connessi attraverso legami di tipo non-
covalente e covalente.

“Il cesto di pane, 1926, Struttura del glutine vista
olio di Salvador Dali (1904-1989). al microscopio elettronico a scansione.

Ciascuna proteina ¢ poi formata da due o tre domini, nei quali uno solo di essi presenta una
sequenza ripetitiva di glutammina e prolina (Belitz e Coll., 1996).

Le gliadine (C,9H,;N-0y) sono proteine legate da ponti disolfuro, di peso . ¢

molecolare compreso tra 28.000 e 55.000, classificate (a seconda della loro f""-—-::
struttura primaria) in alfa/beta, gamma ed omega. .
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Le glutenine sono proteine aggre-
gate, legate da ponti disolfuro, com-
prendenti unita ad elevato peso mo-
lecolare (da 67.000 a 88.000) e unita
a basso peso molecolare (da 32.000 a
35.000). Recentemente si ¢ visto che
le glutenine sono un miscuglio etero-
geneo di molecole polipeptidiche in
cui si trovano strutture ordinate e di-
sordinate di forma asimmetrica, do-
tate di larghe superfici in grado di fa-
vorire interazioni e aggregazioni
(Wieser, 2007).

Retioolo gubinion debole
Reticado ghutnice fose

%%

Le proteine del glutine giocano un ruolo decisi-
vo nel determinare la qualita della farina, conferen-
dole capacita di assorbire acqua, coesivita, viscosi-
ta ed elasticita nella pasta.

In particolare, le molecole di glutenina ad eleva-
to peso molecolare, assieme alle altre proteine del
grano, formano un reticolo glutinoso continuo nel-
la pasta, coesivo grazie ai legami covalenti e non-
covalenti che uniscono fra di loro i polipeptidi. La
miscela diventa elastica perché le interazioni e le

conformazioni delle proteine della farina cambiano sotto ’effetto della contrazione, con ten-
denza a rinvenire allo stato minimo d’energia (Bietz & Huebner, 1980).

La digestione di queste proteine, da cui 1’organismo ricava gran parte degli aminoacidi necessari,
avviene nel canale digerente mediante reazioni di idrolisi operate dagli enzimi proteasi (gastriche e
pancreatiche) e peptidasi (intestinali). Per I’azione combinata di questi enzimi, le proteine alimen-
tari vengono completamente risolte negli aminoacidi costituenti che si offrono cosi in forma libera
all’assorbimento intestinale. Specifici trasportatori, situati nell’orletto a spazzola degli enterociti, in-
troducono gli aminoacidi nelle cellule della mucosa, con estrusione di ioni Na* . Da qui passano per
libera diffusione nel circolo portale e da questo vengono convogliati al fegato. Solo in alcuni indivi-
dui avviene che dei polipeptidi, costituiti da 8-10 aminoacidi provenienti da parziale digestione del
glutine, possano essere assorbiti come tali (Siliprandi & Tettamanti, 1998).
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RICETTE GLUTEN-FREE
dalla AEAME

Traduzione di
SILVANA
BIANCHINI RANGOZZI
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200 g di farina bianca senza glutine

1 cucchiaino di sale

3 cucchiaini di polvere lievitante
senza glutine

284 ml di latte intero con una
spruzzata di limone

1 cucchiaino di concentrato di
pomodoro (conserva)

2 cucchiaini di olio d’oliva

3 uova

25 g di parmigiano

50 g di pomodori secchi sott’olio
(6 o 8) tagliati grossolanamente




é )

(e senza 4&/@& ac
J .
(Gluten-free sundried tomato bread)

(LJM
f

/- WCOM Una veloce ricetta per la preparazione di una

pagnotta senza glutine, pronta in un’ora circa
perché non necessita di lievitazione.

Preriscaldare il forno a 180°C se * TEMPO DI PREPARAZIONE: 15 MINUTI
. : ¢ TEMPO DI COTTURA: 1 ORA
ventilato (o a 160°C se statico).
( . . ) e DirricoLTA: FACILE
MCSCOI&I‘C la farlna, 11 Sale c la * RESA: UNA PAGNOTTA
polvere lievitante in una larga
ciotola.

In un’altra ciotola separata frullare

il latte, le uova, il concentrato di pomodoro e 'olio.

Incorporare gli ingredienti del frullato alle farine.

Infine aggiungere i pomodori secchi e meta del parmigiano.
Imburrare o rivestire con
carta da forno una teglia
per pane (da 900 g) e
versare il composto.
Cospargere la superficie
con il resto del parmigiano.
Cuocere in forno per 50 o
60 minuti (fare comunque
la prova dello stecchino).
Estrarlo dalla teglia e

farlo raffreddare su una
rastrelliera.
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2 cucchiai d’olio
d’oliva
1 cipolla tagliata

1 carota media tagliata
2 gambi di sedano
tagliati

1 spicchio d’aglio
schiacciato

500 g di carne di
manzo tritata
Qualche fogliolina di
timo fresco

1 scatola da 400 g di
passata di pomodoro
150 ml di brodo di
manzo

1 cucchiaino di salsa
Worchester

* 1 manciata di
prezzemolo intero

PER LA GUARNIZIONE:

* 225 g di farina senza
glutine
2 cucchiaino di
polvere lievitante
50 g di formaggio Red
Leicester grattugiato™
1 cucchiaino di timo
fresco
1 cucchiaino di
prezzemolo fresco
tritato
50 ml di yogurt
naturale magro

—
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(7 bane Prince’s gluten-free cobbler)

P w/;a/tajcom

Mettere I'olio in una pentola e cuocervi
la cipolla finché diventa trasparente.
Aggiungere carota, sedano e aglio e
far dorare il tutto. Mettere la carne

trita e mescolarla bene, rompendola con un cucchiaio, girando
spesso finché la carne ¢ ben rosolata e scura. Aggiungere quindi

il timo, la passata di pomodoro, il brodo, la salsa Worchester e il
prezzemolo. Assaggiare il condimento e aggiustare il gusto. Coprire
e sobbollire per 15 minuti. Preriscaldare il forno a 200°C se statico,
a 180°C se ventilato. Setacciare la farina e la polvere lievitante e
sfregare con del burro, aggiungere il

* Sostituibile con il “Malga Mazze” (Vecchia Malga), stagionato 20 mesi del Monte Corno,
sull’Altopiano di Asiago (Vicenza). Suggerito da Stefano Gadaleta di DottorVino — Good

wine & food — a Sirmione (Brescia).

formaggio Red Leicester grattugiato* e

le erbe, quindi lo yogurt e mescolare

il soffice impasto. Porlo su una tavola
leggermente infarinata e lavorarlo
delicatamente. Formare un rotolo di circa
un centimetro e ricavare 9 medaglioni
Mettere il misto di carne in una pirofila,
disporvi sopra I'impasto e spennellare
con uova o latte. Cuocere per circa 20-25
minuti o finché la superficie risulti dorata
ed il ripieno formi delle bollicine.

r

Delizioso piatto di carne fatto
con cura e senza glutine.

* TEMPO DI PREPARAZIONE: 20 MINUTI
* TEMPO DI COTTURA: 40-45 MINUTI

* DirricoLTA: FACILE

* RESA: 3 0 4 PORZIONI

J
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200 g di burro morbido
(a temperatura ambiente)

200 g di zucchero raffinato
4 uova

175 g di mandorle tritate
250 g di patate schiacciate
(gia lessate)

Zest (=buccia grattugiata)
di 3 limoni (non trattati)

2 cucchiaini di polvere lievitante
(senza glutine)

PER LA COPERTURA E PIOGGIA (GLASSA):

* 4 cucchiai di zucchero granulato

* Il succo di un limone

L~ 9 p/

260



r

lorta Sensa, éfc/w

myé&w/ MM

(Gluten-free lemon drizzle cake)

r

/- WCOM Con uno speciale ingrediente a sorpresa, questa

torta senza glutine resta morbida e ultrasoffice:
stupira tutti con le patate schiacciate!

Preriscaldare il forno ventilato * TEMPO DI PREPARAZIONE: 30 MINUTI
o . o * TEMPO DI COTTURA: 40 MINUTI,

a 180 C’ Se statico a ]‘60 C inclusa la cottura delle patate

Imburrare o foderare con carta « DiFFicoLTA: FACILE

da forno una tortiera rotonda * RESA: 8-10 PORZIONI

del diametro di 20 cm. Sbattere
lo zucchero e il burro finché non
ottenete un composto chiaro e spumoso. Quindi aggiungete le
uova, una alla volta, e incorporatele bene. Infine aggiungere le
mandorle tritate, le patate schiacciate (fredde), lo zest di limone e

la polvere lievitante.
Rovesciare il composto
nella tortiera, livellare la
superficie, quindi infornare
per 40-45 minuti. Fate
comunque la prova dello
stecchino, che deve essere
ben asciutto. Alla fine
togliere e far raffreddare su
una rastrelliera per almeno
10 minuti. Mescolare lo
zucchero granulato e il
succo del limone, quindi
versarlo con un cucchiaio
sopra la torta, lasciandolo cadere a pioggia su tutti i lati.

Fatela raffreddare completamente prima di tagliarla.

261




|
.} J| -

;r/ Dmgrectiont”

,(
i

i * 125 g di farina senza glutine

l’l ']" * 250 ml di latte di canapa
[ o di latte di cocco
|' I ! 1 uovo intero
I || | Olio di semi di girasole
f o olio di riso
| il Scorzette di arancia e sciroppo
] di agave per servire

=
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pM sensa, /éfuw m/ éﬁ‘a \

(Egg, dairy & gluten-free pancakes)

/ /M%Maﬁiom  TEMPO DI PREPARAZIONE: 5 MINUTI

* TEMPO DI COTTURA: 25 MINUTI, PIU IL RIPOSO

* DirricoLTA: FACILE
Mettere la farina in una ciotola e * RESA: 6 PICCOLI PANCAKE
formate una fontana al centro.
Versatevi I'uovo e un quarto di
latte. Usate una frusta elettrica per mixare, quindi aggiungete un
altro quarto di latte.
Controllate che non ci siano grumi e completate con il latte
rimasto. Agitate nuovamente prima di usare il composto.
Riscaldate una piccola pentola antiaderente con una spruzzata
di olio. Quando ¢ ben calda, usate una piccola quantita del
composto, distribuendolo su tutta la superficie in modo
uniforme.

Cuocere per pochi minuti
finché non risulti dorato,
quindi girare e cuocere
sull’altro lato.

Ripetere finché non avete
terminato il composto
(sempre mescolato primal)
€, se necessario, aggiungete
un po’ d’olio.

Servite con scorzette di
arancia, sciroppo di agave
(o di acero, piu facile da
trovare) o con marmellate,
miele o altro, secondo i
vostri gusti.
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200 g di farina senza glutine

2 cucchiaini di sale

2 cucchiai di olio di oliva

7 g di lievito secco istantaneo

1 cucchiaio di rosmarino tritato

1 cucchiaio di pepe nero

125/150 ml di acqua tiepida

210 g di salsa di pomodoro

140 g di mozzarella affettata sottilmente
2 avocado affettato sottile

70 g di rucola

Qualche pomodorino tagliato a meta
4 fette di prosciutto di Parma

4 fette di prosciutto cotto

Olio di oliva

Aceto balsamico




.
Flza con | 745;%

0(/
\/ (Fresh topped pizza)

r

/- WC@M Questa pizza senza glutine diventera il piatto

preferito da dividere in famiglia!
¢ TEMPO DI PREPARAZIONE: 15 MINUTI
Preriscaldare il forno a 220°C se * TEMPO DI COTTURA: 15 MINUTI,

. : U 15 DI RIPOSO DOPO LA PREPARAZIONE
200°C se ventil piu 1
statico, a 200°C se ventilato o a « DIFFICOLTA: FACILE

gas. * RESA: 2 PORZIONI
Mettere quindi in un robot

da cucina la farina, il sale,

I’olio, il lievito, il rosmarino e il

pepe. Azionare alla massima velocita finché il tutto non ¢ ben
mescolato.

Con le pale in funzione, aggiungere gradualmente I'acqua tiepida
finché I'impasto non risulta ben soffice, ma non appiccicoso.
Togliere e impastare finché non ¢ ben amalgamato.

Dimezzare ora I'impasto e
stenderlo con 'aiuto di un
mattarello, finché otterrete
due dischi di circa 25 cm
di diametro. La pasta deve
essere sottile! Non formate
bordi, quindi distribuite
bene la salsa di pomodoro,
fino ai bordi.

Infine cuocete nel forno
(preriscaldato) per 12

0 15 minuti, comunque
finché I'impasto non risulti
croccante!

Disponete tutti gli
ingredienti freschi sul tavolo e lasciate che ognuno guarnisca la
sua fetta come preferisce!
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* 4 filetti (di circa 100 g ciascuno)

di spigola

Olio di oliva

Per la salsa di capperi:

1 cucchiaio di olio extra-vergine
di oliva

Zest (buccia grattugiata)

di un limone

2 cucchiai di succo di limone

2 cucchiai di capperi

2 cucchiai di mostarda di Digione
senza glutine

2 cucchiai di prezzemolo tritato,
piu qualche fogliolina (facoltativo)

——
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(Baked sea bass wzt emon caper dressing)

P w/{a/wﬁéom

Per la salsa mescolare I'olio

con lo zest e il succo di limone,
i capperi, la mostarda e un
cucchiaio d’acqua.

Non aggiungere ora il
prezzemolo, perché I'acidita del

r

Questo raffinato piatto é perfetto per una
cena, molto semplice e veloce da fare, non
impegnativa l’esecuzione.

¢ TEMPO DI PREPARAZIONE: 10 MINUTI
¢ TEMPO DI COTTURA: 10 MINUTI

¢ DirricoLTA: FACILE

¢ RESA: 4 PORZIONI

limone lasciato troppo a lungo puo alterare il colore.
Preriscaldare il forno a 220°C se statico, a 200°C se ventilato o a

gas.

Rivestire la teglia con carta da
forno.

Allineare i filetti di spigola, con
la pelle verso l'alto, spennellare
con l'olio e spargervi qualche
fiocco di sale grosso.

Cuocere per 7 minuti o
comunque finché la superficie
risulti croccante al coltello.
Disporre quindi il pesce su
piatti caldi, spargervi sopra
con un cucchiaio la salsa (ora
col prezzemolo) e, se volete,
completate con qualche
fogliolina intera.
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ANTICHI SAPORI




Alla pagina precedente:

Camino trentino, da “Pane di casa”, di Chiara Scudelotti,
illustrazioni di Selene Conti, Francesca Mazzini, Giulia Pianigiani,
Laura Toffaletti, II edizione, gennaio 2012

Si ringrazia per gentile concessione 1’Editoriale Edizioni del Baldo
di Castelnuovo del Garda (Verona),



IL MONOCOCCO

11 Monococco (Triticum
monococcum o Farro minore,
famiglia delle Graminacee). Il
nome “farro” ¢ di origine ita-
liana e comprende tre specie
diverse: T. monococcum (Ein-
korn), T. dicoccum (Emmer),
T. spelta (Spelt).

E stato il primo cereale col-
tivato dall’uomo almeno 7500
anni a.C. Venne soppianta-
to nel medioevo da specie piu
redditizie e solo di recente ri-
scoperto per le sue proprieta
nutrizionali molto elevate, su-
periori a quelle del grano tene-
ro e duro, anche se lievita me-
no nella panificazione.

11 Monococco (di cui si co-
noscono oggi 16 varieta colti-
vate) ha un elevato contenuto
di carotenoidi, un 18 % circa
di proteine e 1'1.21% di glu-

tine. Questo fatto dipende da ) )
differenze cromosomiche del I chicchi del frumento (Modern wheat = Triticum aestivum)

Monococco (appartenente ai € @ destra, il monococco (Einkorn = T. monococcum)
diploidi con 14 cromosomi) (da thehealthyhomeeconomist.com)

rispetto agli altri cereali poli-

poidi (con 28 0 42 cromosomi, come nell’attuale frumento).
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A sinistra: la fascia d’origine del Triticum boeoticum, progenitore del T. monococcum e, a destra,

la mappa della diffusione del monococco in Europa migliaia di anni a.C.

to) sopravvivono alla digestione.

& Food Research 2015, 59, 1844-1854).

Da ricerche fatte ¢ stato dimostrato che 1’idrolisi gastro-intestinale riduce dra-
sticamente le proprieta stimolatorie sul sistema immunitario della gliadina
contenuta nel Triticum monococcum, i cui peptidi (inclusi gli epitopi delle cel-
lule-T) vengono degradati, mentre le gliadine del Triticum aestivum (frumen-

Dalle prove in vitro si & visto che le proteine del monococco sono sufficiente-
mente diverse da quelle del comune grano esaploide, per cui esse determinano
una bassa tossicita nei pazienti celiaci (Carmen Gianfrani et al., Extensive in
vitro gastrointestinal digestion markedly reduces the immune-toxicity of 7ri-
ticum monococcum wheat: Implication for celiac disease, Molecular Nutrition

Il Triticum monococcum ¢ la va-
rieta “addomesticata” del Triticum
boeoticum, specie selvatica di grano
antichissima (circa 10.000 anni) con
baccello, glume legnose (lolle) che
rinchiudono stretti grani. La forma
coltivata ¢ simile a quella selvatica,
tranne che la spiga rimane la stessa
alla maturazione, mentre i semi so-
no piu grandi. Viene considerato fra i
“cereali coperti”, poiché il suo nucleo
non si libera dal rivestimento dei semi
(gluma) con la trebbiatura ed ¢ quindi
difficile separare la lolla dal chicco.

Ha una resa bassa e un ciclo vitale
di 11 mesi; ¢ generalmente di altezza

inferiore ai 70 cm e non ¢ molto abbondante per quantita di chicchi; difatti sulla spiga ogni
spighetta contiene in genere una sola cariosside fertile. Puo crescere su terreni poveri, secchi
e marginali, ove altre varieta di cereali non sopravviverebbero. Nasce spontaneamente nelle
zone collinose della parte settentrionale della “Mezzaluna fertile” in Turchia, nei Balcani e in

Giordania. (da slideplayer.it)
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In Italia il Triticum monococcum viene coltivato anche in provincia di Brescia, sotto la de-
nominazione di Shebar®. Il nome Einkorn, in tedesco, significa “un solo chicco”.

Se ne ricava una farina che pu0 essere utilizzata per la preparazione di alimenti ipoallerge-
nici, destinati a celiaci e diabetici, grazie al lento rilascio dell’amido.

»

3 I;;'.‘.'" WL : -,J..
EINKORN BReEAD
FLOUR FLOUR

Percent Gluten Content of Flours

1.80%
- . I

Tty i e | b amd - Linteeached i
ol ™ ikew [

Nel grafico sono riportati i contenuti percentuali di glutine
delle farine di cereali piu comuni. Il monococco ne contie-
ne l’1.21%. Nella figura sopra sono confrontate la farina di
monococco (Einkorn flour) e la farina ¢ di grano per panifi-
cazione (Bread flour).
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500 g di Farina di farro monococco

125 g di Pasta madre, rinfrescata
da 3-4 ore

300 millilitri di Acqua, a
temperatura ambiente

50 milligrammi di Olio
extravergine d’oliva

2 cucchiai da the di Sale




[une con g@ﬂf&bm
74;0/14/ Z 7@% mordcocco

(da worldrecipes.expo2015.org/it)

P wwiom

1. In una ciotola sciogliete la pasta madre nell’acqua, aggiungete
la farina di farro monococco e cominciate a impastare.

2. Dopo qualche minuto aggiungete I'olio extravergine di oliva

e per ultimo il sale e continuate a lavorare I'impasto finché non
avra raggiunto una consistenza liscia e omogenea. Fate riposare in
una ciotola coperta a temperatura ambiente fino al raddoppio del
volume (4-6 ore).

3. Lavorate poi I'impasto
su un tagliere infarinato,
formate una pagnotta
rotonda e disponetela su
una teglia rivestita con
carta da forno.

4. Fate lievitare ancora 1-2
ore, incidete la superficie
dell'impasto con un taglio
a reticolo e infornate, in
forno gia caldo, per 45
minuti circa (i primi 15 a
250 gradi, i restanti a 200).
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NELLA STESSA COLLANA SONO STATI PUBBLICATI I SEGUENTI VOLUMI:

1-1979
2 - 1980

3-1980

4-1980

5-1981
6 - 1981

7-1982

8-1982

9-1983
10 - 1983

11 - 1983

12 - 1984

13 - 1984

14 - 1984

15 - 1985

16 - 1986

17 - 1986

18 - 1987

19 - 1987

Infezioni respiratorie del bovino

L’oggi e il domani della
sulfamidoterapia veterinaria

Ormoni della riproduzione e
Medicina Veterinaria

Gli antibiotici nella pratica
veterinaria

La leucosi bovina enzootica

La «Scuola per la Ricerca
Scientifica» di Brescia

Gli indicatori di Sanita Veterinaria
nel Servizio Sanitario Nazionale
Le elmintiasi nell’allevamento
intensivo del bovino

Zoonosi ed animali da compagnia
Le infezioni da Escherichia coli
degli animali

Immunogenetica animale e
immunopatologia veterinaria

5° Congresso Nazionale
Associazione Scientifica di
Produzione Animale

1I controllo delle affezioni
respiratorie del cavallo

1° Simposio Internazionale di
Medicina veterinaria sul cavallo
da competizione

La malattia di Aujeszky. Attualita
e prospettive di profilassi
nell’allevamento suino

Immunologia comparata della
malattia neoplastica

6° Congresso Nazionale
Associazione Scientifica di
Produzione Animale

Embryo transfer oggi: problemi
biologici e tecnici aperti e
prospettive

Coniglicoltura: tecniche

di gestione, ecopatologia e
marketing

20 - 1988

21-1989

22 - 1989

23 - 1989

24 - 1989

25-1990
26 - 1990
27 -1990

28 - 1991

29 - 1991
30 - 1991

31-1991
32-1992

33-1992
34 - 1993

35-1993

36 - 1993
37 - 1994

Trentennale della Fondazione
Iniziative Zooprofilattiche e
Zootecniche di Brescia, 1956-1986
Le infezioni erpetiche del bovino
e del suino

Nuove frontiere della diagnostica
nelle scienze veterinarie

La rabbia silvestre: risultati e
prospettive della vaccinazione
orale in Europa

Chick Anemia ed infezioni
enteriche virali nei volatili

Mappaggio del genoma bovino
Riproduzione nella specie suina

La nube di Chernobyl sul
territorio bresciano

Le immunodeficienze da
retrovirus e le encefalopatie
spongiformi

La sindrome chetosica nel bovino

Atti del convegno annuale del
gruppo di lavoro delle regioni
alpine per la profilassi delle
mastiti

Allevamento delle piccole specie

Gestione e protezione del
patrimonio faunistico

Allevamento e malattie del visone

Atti del XIX Meeting annuale
della S.I.P.A.S., e del Convegno
su Malattie dismetaboliche del
suino

Stato dell’arte delle ricerche
italiane nel settore delle
biotecnologie applicate alle
scienze veterinarie e zootecniche -
Atti 1* conferenza nazionale

Argomenti di patologia veterinaria

Stato dell’arte delle ricerche
italiane sul settore delle
biotecnologie applicate alle
scienze veterinarie e zootecniche
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38 - 1995

39 - 1995

40 - 1996

41 - 1996

42 - 1998
43 - 1998

44 - 1998

45 - 2000

46 - 2000
47 - 2001

48 - 2001

49 - 2001
50 - 2002

51 -2002

52 -2003

53 -2003

54 -2003

55 -2004

56 - 2004

57 - 2004

Atti del XIX corso in patologia
suina e tecnica dell’allevamento
Quale bioetica in campo animale?
Le frontiere dell’ingegneria
genetica

Principi e metodi di tossicologia
in vitro

Diagnostica istologica dei tumori
degli animali

Umanesimo ed animalismo

Atti del Convegno scientifico
sulle enteropatie del coniglio
Lezioni di citologia diagnostica
veterinaria

Metodi di analisi microbiologica
degli alimenti

Animali, terapia dell’anima
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