Alma Mater Studiorum Universita di Bologna

DOTTORATO DI RICERCA IN

SCIENZE VETERINARIE

Ciclo 33

Settore Concorsuale07/H2- PATOLOGIA VETERINARIA E ISPEZIONE DEGLI ALIMENTI DI
ORIGINE ANIMALE

Settore Scientifico Disciplinare:VET/04 - ISPEZIONE DEGLI ALIMENTI DI ORIGINE ANIMALE

SVILUPPO DI SENSORI ELETTROCHIMICI PER LA DETERMINAZIONE DI
AMINE BIOGENE E MICRORGANISMI PATOGENI IN ALIMENTI DI ORIGINE
ANIMALE

Presentata da:Alessandra Corradini

Coordinatore Dottorato Supervisore

Arcangelo Gentile Marcello Trevisani

Esame finale anno 2021



INDICE

ABBREVIAZIONI ... S
AB ST R A C T et e ettt e et et e e e a e e e e e aaaas 5.
LISTA DELLE PUBBLICAZIONI  ..ee e Lo,
1. INTRODUZIONE ...ttt e e e 8..
2. TIPOLOGIE DI SENSORI... ..ot 11....
2.1, DEfINIZIONE .. 11.......
2.2, ClaSSIfICAZIONE........uuiiiiiiiiiiiiii it e e e e e e e e e 12......
2.2.1. Sensori elettroCNIMICL. ........uvviiiiiiieeiiiee e 14...
2.2.2. SENSON OLCL. ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e 18
2.2.3. SENSOri PIEZOEIETIIICL. . .vveeeeeieiiiieee e 18
2.2.4. SeNSOri CAlONMMETIICL...ceiiiiiiiieeee e 19
2.3 BiIBNOGrafiaL....ccccooiiiiiiiii e 20
3. STATO DELE. Q. AR T s 9.....2
3.1. Elementi caratterizzantsensori eletChimiCi............cccccooviiiiiiiiiice 29
3.1.1. Micro e nanemateriall............cooouiiiiiiiiiiiiiiiiee e 3
3.1.2. CroSSINKING....ccoiiiiiiiieaie e 30.....
3.1.3. LADEIING ..ttt 3l......
3.2. Applicazioinel | 6i ndust.r.i.a...al..me.nt.ar.e..2
3.2.1. Istamina e batteri istamino Produttori.............ccccuvuriiiiiiiiiiiiiieeeeenn. 32......
3.2.2. Sensori elettrochimici per IStamina.............eeeeeiieiiiiieeeeeeeeeeie 35..
3.2.3. Escherichia cOIVEroCitOtOSSICI....ccceeeeeeeieiiiiiiciiiieeeeeeee e 36..
3.2.4. Sensori elettrochimici péEscherichia Coli..............ccooeiiiiiiiiiiinneee, 37.
3.2.5. Sengri elettrochimici peSalmonella..................evvmmeeeeeeviieiiiiinnnnnn. 3B



3.2.6. Sensori elettrochimici per la ricerca di antibiatiCi...................eeee... 44

det ern

3.3, BIBlOgrafia..........ooooiiii a7.
4. SCOPO DELLA TESI ..ot aeeeeeneas 56
5. MATERIALI , METODI E RISULTATI oo 60
ST ] (U] 1 1= o OO PPR PP TR PPPPON 60
I S =TT = o | (U 60
SR B O 11 01 o o] o | PP PP PPPPPRP 61
5.4. Procedura operativa degli esperimenti di voltammetria ciclica e di
CrONOAMPETOMETITA. ...ttt ettt et et e e e e e e e e e e e e e e e 62
55. Sviluppo di un bi osensor e..p.e.r..l.®&62
5.5.1. Preparaziondell'@lettrodo.............ueevviiiiiiieiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 62
5.5.2. Procedura di calibrazione e tecnica di amalis..............c.cccovvveeeenne 63
5.5.3. RISUIALL. ..ceeiiiiiieeiiieie e 67
5.5.4. BIDlOGrafia.........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiee e 72
5.6. Sviluppo di un immunosensore per laricerca rapidaaliO26.................... 73
5.6.1. Preparazione d@ampioni..........ccoouuiiiiiiiiiuiiriiiiiiieeeeemmmm e J
5.6.2. Parametri e@cnica di analiSi.............cooooiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 3
5.6.3. RISUIALL. ...ceviiiiiiieeie i 77..
5.6.4. Bibliografia..........ccooveiiiiiiiiii 80
5.7.  Sviluppo di Bosensori PeBNTIDIOLICL. ...........cceeriiiimriiiieiiiiieeeeeeeeeee e 81
5.7.1. Analisi Preliminare...... ... e 81
5.7.2. BIDIOGrafiaL.......uuuuiieiiiiiiiiiiiiieee e et 90
6. DISCUSSIONE. ...t memmmmmmm e eee ) 92
7. CONCLUSION L.t < SRS )
8. I I L I PP ®



ABBREVIAZIONI

4-ABA 4-aminobenzoic acid

BMIMPF6 1-Butyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate
BSA bovine serum albumin

CNTscarbon nanotubes
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OPA ophthalaldehyde

PBS phosphatbuffered saline

POC pointof-care

PVA-co-PE poly (vinyl alcohoko-ethylene)
QCM quatz crystal microbalanece

RPM rotdion per minute

SPCEs screenrprintedcarbonelectrodes
SPEs screenprinted electrodes

SPIDME screenprinted nterdigitated microelectrode
SPRsurface plasmon resonance
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ABSTRACT

The availabilityof reliable and easfo-usescreening methods represents an advantage
over he possibility to detegathogensiesidues of veterinary drugs and contaminants in

foods.

For this purpose, different biosensorstems are under developmeadtle to adapt
different biological recognition elemesto thermal,optical, electricalor piezoelectric
transducersthat recognise, amplify and elaborate the signal originating from the
interaction between an analyte and the senBue. biological recognition element can
consist of enzymes, antigem@ptens, nucleic acids or cells and determine the sensitivity

of the £nsor towards the pathogens or the contaminants that have to be detected.

For this Research project different analytical techniques have been developed, to detect
and quantify the presence of histamine hisiamine producindpacteria in fish samples

and o determine the presencekgcherichia colstrains in raw milk.

The presence of residuebweterinary drugs in foods of animal origin was also studied.

The main objectives werdevelop electrochemicahmunologicalsensors and evaluate
thar potential useasscreening methoglsalidate the results obtained with esensors

in comparison to standard analytical methoaisd s$udy future applications of
electrochemical biosensors in the framework ofmanitoring planbasedon risk

assessment
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1. INTRODUZIONE

Le malattie di origine alimentare sono un problema di rilevanza globale ed in costante
aumento(Holban and Grumezescu, @) EFSA, 2015) | cambiamenti demografici,
I'entita della moderna industria alimentare, la diffusionaiimercato globale e lo
sviluppo dell'antibioticoresistenza hanno determinato I'emergenza di nuove minacce per
la salute pubblic€Odeyemi and Sani, 2018ingh, 2016)Come stabilito dalla normativa
comunitaria, la sicurezza degli alimendigve essere garantita da un approccio di tipo
preventivo, che preveda | 6applicazione di
come le buone pratiche in materia di igiene e le norme di buona lavorazione (Good
Hygiene Practice, GHP e Good Manufactg Practise, GMP), oltre che i principi

del |l 6anal i si di rischio e | a definizion
(Kafetzopoulos et al., 201®1otarjemi and Mortimore, 2005Jacxsens et al., 201(jali

norme devono essere applicate dagli operatori del settore alimentare in ogni fase della
produzione, trasformazione e distribuzione degli alim@diano, 2017Bunney et al

2017) L'ottimizzazione delle metodiche analitiche e l'utilizzo di test rapidi per la
determinazione della presenza di microrganismi patogeni o loro metaboliti rappresentano
un settore su cui l'industria alimentare, negli ultimi anni, ha iniziato ad invddime di
assicurare la commercializzazione di alimenti sif@u et al., 2017Singh et al.2016)

| metodi di amlisi convenzionali, infatti, richiedono tempo, nonché la presenza di
personale esperto e qualificato, oltre che una rigorosa e spesso elaborataiprepdei
campioni. Ad esempia, metodi standard per l'identificazione dei patogeni basati sul
conteggio di colonie messe in coltura possono richiedere diversi giorni. | metodi fisico
chimici, tra cui la cromatografia liquida e la spettrometria di massa tandem (LCMS/MS),
utilizzati per la rilevazione di contaminanti come tossine, residui di farmaci veterinari e

metalli pesanti, invece, tendono ad essere costosi e complicati da egelg@rath et



al., 2012 Frenich et al.2004; Verdu et al., 2013 pur vero che la cromatografia e la
spettrometria possono fornire risultati piu accurati e conclusivi, ma i test di screening
garantscono una maggiore produttivita con una minore formazione dell'operatore. Lo
sviluppo di un test rapido che consenta di monitorare la sicurezza e la qualita degli
alimenti in diverse fasi della produzione, mantenendo evatd grado di affidabilita,
potrebbe essere la scelta migliore per rispondere alle necessita della moderna industria
alimentare. | biosensori possono inserirsi a tutti gli effetti in questo contesto e diventare
undal ternativa valida alle tecnnicdampodi an:
medico, l'uso si e rapidamente esteso allo sviluppo di test per analisi su alimenti e
ambiente(Sheikh, 2017 Jin et al.,2005; Luo et al., 2009; Pisoschi, 2016sensori
offrono, infatti, diversi vantaggi in termini di rapporto coeseneficio. Il loro campo di
applicazione non si limita a patogeni corischerchia coliO157:H7, Salmonella
Listeria monocytogeng€lostridium perfringeng Staphylococcus aureusha si estende
anche alla determinazione di altri patogeni, amine biogene, micotossine, pesticidi,
contaminanti e residui antibiotiqiXu et al., 2017Ali et al., 2017 Vidal et al., 2013
Parker and Tothill, 20Q9revisani et al., 2019} 'alto grado di sensibilita e specificita e
asseiato ad una preparazione minima del campione. La miniaturizzazione dei dispositivi,
inoltre, ne consente I'utilizzo in campo con la possibilita di un monitoraggio in tempo
reale (Singh et al., 2013). Poiché i biosensori consentono la rilevazione digaigsoni
patogeni, pesticidi e altri contaminanti in ore o mirfutio et al., 2009; Mostafa, 2010)
possono essere utilizzati anche all'interno di un sistema HACCP per verificare che un
determinato processo sia sotto controllo. In conclusione, viste le loro molteplici
applicazioni, i biosensori si configamo come uno strumento altamente versatile e dalle

enormi potenzialita, utile a monitorare la sicurezza di tutta la filiera.
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2. TIPOLOGIE DI SENSORI

2.1. Definizione di biosensore

Un biosensore puo essere definito come uno strumento analitico che si compone di due
parti, un bioelemento ecognition elemenfcostituito ad es. da anticorpi, acidi nucleici,
enzimi, cellule intere o aptameri) ed un trasduttoteansducey che conved quanto
rintracciato datecognition elemerih un segnale misurabile strumentalmgfiteevenot

et al., 2001; Velusamy et a2010)

: O 4— analyle
100000 =
-—
immobilisation affinity ligand
—

surface

transducer

}

signal processing

}

data output

Figura 1: Riproduzione schematica delle parti che costituiscono un biosensore
(Huet et al., 2010)
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2.2. Classificazione

| biosensori vengono classificati in base alla componente biologicaedegnition

elemenb al sistema di trasduzione o, in alte
monitorano. In base alla componente deputata al riconoscimento si distingnsioo s
biocatalitici e di affinitd(Ronkainen et al., 201@haubeyand Malhotra, 2002; Gopel

and Heiduschka, 1995)Nel primo caso, il funzionamento del sensore si basa su una
reazione catalizzata da macromolecole che vengono immobilizzate sul sensore stesso.
Queste possonog=e: enzimi (singoli o multipli), cellule intere (batteri, funghi o lieviti)

o singoli organelli (mitocondri) e tessuti (tessuti animali o veget@iprowski et al.,

2016; Oliveiraetal, 2019) Quando uno o pi % anal i ti (o s
gli enzimi, | e cellule o i tessuti del bic

vengono misurafjFarabee, 2001)

S + Sbi@catalizzatore =] + PO
—_— >

Puo avvenire, ad esempio, la catalisi enzimatica dovuta alla presenza della suddetta specie
chimica che genera un segnale proporzionale allhcce nt r azi one e al |l
enzimatica(Tothill and Turner, 2003) oppur e, al contrari o, I
essere inibita dalla molecola target. Nei biosensori che invece utilizzano come
componente biologico intere cellule o microrganismi, il segnale analitico viene rilevato
misurando lo stato metabolico geale di questi organismi viventi, come ad esempio

| 6i ni bi zi one dell a <crescita, la vitalit?®
bioluminescenza batterig€hoi and Gu, 2002; Jiret al, 2005; NunegHalldorsonand

Duran, 2003)Nel caso dei biosensori ad affinita, il mediatore lega in maniera specifica

| 6analita formando un prodotto che Vviene

sull dinterazione fra | 6analita «erodatti tri b

12



naturalmente dioingegnerizzat(Zhao, 2018. Le interazioni possono essere di tipo
antigeneanticorpo, oppure di tipo recetteagonistaantagonista. In tale contesto, gli

elementi di riconoscimento maggiormente impiegati sono gli antiespparla quindi

di immunosensor{Karunakararet al, 2015; ThakuandRagavan, 2013)Gli anticorpi

che vengono utilizzati possono essere di tipo policlonale, ovvero derivaptiogaisso

di immunizzazione di una determinata specie animale, oppure monoclonali, prodotti da
cloni di plasmacellule. | primi possono legarsi all'antigene in luoghi diversi o con diverse
affinita vincolanti, mentre i secondono specifici per udeterminatapitopoe sono piu

selettivi degli anticorpi policlona{Hau and J. SchapiroQ@3; LeenaarandHendriksen,

2005) Per aumentare la sensibilita degli immunosensori, generalmente veniljanati

anticorpi marcati con specifici enzimi (come ad esempio la perossidasi, la fosfatasi
alcalina o I'ureasi). Altri elementi di riconoscimento sono gli acidi nud@icllo et al,

2005; Ligajet al.,2014) Il principio di rilevazione di questo tipo di sensori si basa sul
fenomeno doéi bridazione del DNA, ossia i1l
complementari. |l filamento di DNA (o RNA) target viene riconosciuto attraverso
I'appaiamento con il filamento di DNA (o RNA) di riconoscime#di et al., 2017)

L G rid&wzione si verifica in particolari regioni della sequenza di DNA o RNA bersaglio e

|l "' evento di bi oriconosci mento pu, portar
complementari (matching) oppure al mismatchiRgssetti et al., 201¥Karunakaran et

al.,, 2015) Lo sviluppo di questo tipo di biosensori viene seguito con particolare
attenz-one grazie alle | oro potenziald.@ applica
diagnostica clinica. Sono stati sviluppati, infine, biosensori che utilizzano gli aptameri
come elemento di riconoscimento molecoléBdarmaet al.,2015; Vigneshvaet al,

2016) Gli aptameri sono piccoli filamenti di RNA e o DNA che legano ad essi specifiche

molecole target con elevata specificita ed affinita. Grazie alle loro piccole dimensioni
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(30-100 nucleotidi) rispetto agli anticorpi e agli enzimi, possono essere immabitan

una maggiore densitd e, inoltre, possono essere sintetizzati con alti valori di
riproducibilitd e purezzgDi Pietrantonio et al., 2019)I loro uso come elemento di
riconoscimento biologico nei biosensori appare promettente per la determinazione rapida

e semplice di protein@irby et al., 2004)I| biosensori vengono anche classificati in base
alla natura del trasduttore i mpiegato per
tra | 6el emento di ri conosci mento hbareol ogi c
(Peixoto and Silva, 2017; Pellegrini et al., 2Q05%istemi di trasduzione dei sensori

chimici possono essere di tipo elettrochimico, ottico, piezoelettrico o calorimetrico.

2.2.1. Sensori elettrochimici

| sensori elettrochimici sono quelli maggiormeuitiizzati e si basano sul fatto che molte

reazioni chimiche producono o consumano ioni o elettroni, determinando variazioni nelle
propriet”™ elettriche delle soluzioni, o di
rilevate e misurat@BardandFaulkner, 200). | sensori elettrochimici sono classificabili

in potenziometrici, amperometrigoltammetrici e conduttimetrici a seconda del segnale

fornito dal trasduttoréPeixoto and Silva, 201 Pellegrini et al., 2005Mungroo and
Neethirajan,2014) Al | 6i nterno di ciascuna cl asse |
strato sensibile, per il modo in cui esso & imrizdato sul trasduttore, la tipologia di

analita determinabile, la struttura globale e la modalita di elaborazione del segnale
(Thevenot et al., 2M). Per la determinazione di molti analiti si sfruttano reazioni
chimiche note, come | a formazione di compl
sostanza organica catalizzata da un enzima. Lo satbile puo essere immobilizzato

con vari meccanismi: formazione di legami chimici con il corpo del trasduttore,
elettropolimerizzazione, adsorbimento o deposizione in fase vapore, oppure puo essere

i ncorporato all 6i nt er nloreadioni awengonoreatidmerden a . F
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sull el ettrodo o nelle sue i mmediate vicirt
ruolo cruciale nelle prestazioni dei biosensori elettrochimici. Dal punto di vista
strutturale, i sensori possono essere costidailettrodi convenzionali opportunamente
funzionalizzati, o da dispositivi di piccole dimensioni realizzati con tecniche di screen
printing o microelettronica; possono essere monouso o riutilizzabili, applicabili in
laboratorio, in campo o per misuraziani autodiagnosiMungroo and Neethirajan,

2014) La risposta analita puod essere qualitativa, sequiantitativa o quantitativa e

| 6el aborazione dei dat i pu, essere effett

caso di arrays di sensori, con procedure statistiche multivéfNiatdlino et al, 2014)

| sensori elettrochimici si possono differenziare anche per la modalita di misurazione del
segnale in: potenziometrici, amperometrici e conduttimgfficiden, 20105 | | wi (EBs ka e

al, 2014)

2.2.1.1 Potenziometrici

| biosensori potenziometrici si basano sutiaurazione della differenza di potenziale che

vige all 6equilibrio elettrochimico tra un
di riferimento o tra due superfici di uno
scambio ionico (Koncki, 2007) Léaccoppiamento di guest

componente biologico (enzimi o anticorpi) li trasforma, di fatto, in biosensori, che
vengono definiti transistor a effetto di campo (possono essere m@azici O
immunologici) (Pisoschi, 2016)In generale, la differenza di potenziale attraverso la
membrana = |l egata alle attivytéeddell)oi nbee

ed é definita dalla relazione:

E =. RTj,&a_RT &

m:——n—_

nNF ax nF a
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| principalivantaggi di questo tipo di biosensori sono la disponibilita di un elevato numero

di enzi mi utili zzabil i, | 6el evat a tecno
| 6ot teni mento di mi sur e sempl i ci e dir e
configurazoni, la facile automazione e i bassi costi. Vi & pero il problema della scarsa
selettivita di alcuni sensori realizzati con questo metodo di rilevazione. Gli elettrodi sono
soggetti a contaminazione in presenza di proteine o altri soluti organici, cb@npos

determinare una risposta piu lenta o una deriva del pote(Bei¢andFaulkner, 200Q)

2.2.1.2 Amperometrici

La determinazion@mperometrica riguarda il monitoraggio delle variazioni di corrente
prodotte dalle interazioni tra | 6analita e
possono portare a reazioni redox catalizzate dagli enzimi, oppure a reazioni di bioaffinita

che avvengono sulla superficie del trasdutt@Rastai et al, 2009; RuizValdepefas
Montiel et al., 2017) Sul | 6el ettrodo di | avoro, solit
applicato un potenziale costante e viene registrata lazi@@&di corrente in funzione

della concentrazione della specie elettroattiva (anticorpi, enzimi, mediatori). | principali
vantaggi derivant.i dal l dutilizzo di guest
risposta lineare dove la corrente é proparale alla concentrazione di analita, la maggior
sensibilita rispetto ai potenziometrici e la possibilita di miniaturizzaziéaéey, 2014,

Thakur and Ragavan, 2013)Di contro abbiamo che la misura amperometrica viene
eseguita ad un particolare potenziale di lavoro dove altre sostanze potrebbero reagire ed
interferire. Inoltre, sia I'analita che il materiale con cui é costituito g@etendono a

consumarsidiminuendone, quindi, il tempo di utilizzo.
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2.2.1.3 Conduttimetrici

Il funzionamento dei biosensori conduttimetrici € basato sul fatto che quasi tutte le
reazioni enzimatiche portano o al consumo o alla produzione di spembkecat di
conseguenza, determinano modifiche della composizione ionica del campione
(Karunakaran et al., 2015)a conducibilitd di una soluzione ionica & determinata dal
moto degli ioni in ess presenti. Quando viene applicata una differenza di potenziale tra
gl i el ettrodi di undéopportuna cell a I mmer
generato un campo elettrico, che induce un movimento ordinato ed opposto delle specie
ioniche in kase alla loro carica. Nello specifico si avra un flusso di cationi verso il polo
negativo, mentre gli anioni tenderanno a spostarsi verso il polo pdsaiffieezicRenault

and Dzyadevych, 2008) dispositivi di qusto tipo presentano diversi vantaggi: gli
elettrodi a film sottile sono, per esempio, adatti alla miniaturizzazione e possono essere
prodotti su larga scala utilizzando una tecnologia poco costosa. La loro applicazione non

richiede | 6i mipiferiengnto edlirasdettbrienontsono semsibilialla luce.

measure current flow

amperometric generated by

sensor [EREEERE > electrochemical reaction

Electrochemical / measure changes in
R T [ potentiometric  [EEEE—_G " pH and ion

sensor concentration

\ ) _ measure changes
conductometric/capacitative  EEEENEEN conductivity of
ool the medium

Figura 2: Sistemi di trasduzione di tipo elettrochimico (adattato da Huet et al., 201
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2.2.2. Sensori ottici

Mol ti dei di spositivi ottici basano il p
plasmonica di superficie (SPR) oppure sulla tecnologia delle fibre ottiche, combinate con

le varie tecniche spettroscopicl@elarazuela and MorenBondi, 2002; Thakur and

Ragavan, 2013Nei biosensori SPR, le molecole di riconoscimento biologico (anticorpi,
oligonucleotidi, aptameri) vengono prima imbilzzate sulla superficie del trasduttore;

guando la soluzione contenente le molecole target si ritrova a contatto con la superficie,

si instaurano delle interazioni per affinita tra le due componenti, che inducono un
cambi amento dell dehtdacesugdter fri(ddragueladlat £ 6 el e

MorenoBondi, 2002)

2.2.3. Sensori piezoelettrici

| biosensori piezoelettrici sono dei dispositivi sensibili alle variazioni della massa, della
viscosita o della densita di campioni che vengono messi in contatto con una superficie
piezoelettricamente attivdMinunni et al.,, 1994 Borman, 1987) Il trasduttore
piezoelettrico maggiormente impiegato e la microbilancia al cristallo di quarzo (QCM).
Grazie alle sue proprieta piezoelettriche, il cristallo pud dar luogo a delle oscillazioni,
attraverso un semplice circuito elettrico, secondo una frequenzealeatlirettamente
proporzionale allo spessore del cristaj®ao et al, 1996) Ove una massa venga
depositata sulla superficie del cristallo di quarzo (nel caso dei biosensori, parliamo della
componente biologica) si registra una riduzione della frequenza di oscill#Bimmean,

1987). I maggi or i vantaggi nell 6i mpi ego di q
di risultati in tempo reale a bassi costi ed in maniera sem(icemel et al., 2012;

Mungroo and Neethirajan, 20143li svantaggi riguardano pero la bassa sensibilita ed
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una limitata specificita, a caas del |l a possi bilit?@ dointerf
sensore.

2.2.4. Sensori calorimetrici

Questi ultimi, meno diffusi rispetto ai precedenti, sono dispositivi in grado di misurare la
variazione di temperatura della soluzione
reazione (promossa dall el emengssaciarlaallal ogi c

concentrazione della specie in esgifigakur and Ragavan, 2013)

-
Biosensors
|
| |
Transducing Biorecognition
Element element
I
| [ l
M-..ass Based Eleclfrochemlcal F)ptlcal L Antibody
Biosensor biosensor biosensor
|
[ I
Magnetoelectric Piezoelectric | Potentiometric | | |Surface plasmon|| | Phage
Sensors resonance (SPR)
Quartz crystal ,
— microbalance ||— Ami)::;g;stnc — Raman & FTIR | [— DNA
(acm)
| |Surface acoustic || | Impedimetric || | Fiber optics | Enzvme
wave [SAW) Sensors P ¥
|| Conductometric| | Other — Biomimetic
sensors

Figura 3: Classificazione dei biosensori (Mungroo and Neethirajan, 2014)
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| capitoli seguenti contengono una review sulle performance dei principali sensori
elettrochimici applicati alla ricerca di microrganismiamine biogenes residui di
antibiotici in matrici alimentari. Il testo sara oggetto di pubblicazione e la presente

versione potra, quindi, subire variazioni in seguito alla sottomissione del lavoro.

Electrochemical sensors to detect bacterjdiogenic aminesand veterinary drugs in

foods: an overview

Abstract

The availability of reliable and easg-use screening methods to detect pathogens,
residues of veterinary drugs and contaminants is an important concern for food operators
in every stage of the food supply chdiforeover, develop portable analytical device that
work with a small sample piteeatment is foundamental to obtain a rapid response. For
this reason, in the last years the number of scientific papers on electrochemical biosensors
has increased. The rangé application in which they operate is very wide and varies
from industrial sector to environmental monitoring, biodefence and clinical diagnosis. In
the food sector, the applications regard the determination of biological contaminants
(micotoxins, biogric amines, heavy metals), pathogens (bacteria, virus, fungi) and
residues of veterinary drugs in different types of matrices. In this work the latest
electrochemical sensors with fosdfety applications are presented. The performance
criteria, such as atysis time and limit of detection are discussed and summarized. Future

applications are also considered.
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3. STATO DELLOARTE

3.1. Elementi caratterizzanti i sensori elettrochimici

Un biosensore & un dispositivo analitico che incorpora un materiale biologico, con
funzione di elemento di riconoscimento, all'interno di un trasduttore ft$icoico. Lo

scopo € produrre un segnale elettrico che sia proporzionale alla concentraziooe di u
specifico analita. Questo segnale pud quindi essere convertito dal trasduttore in una
risposta misurabilg€Tothill and Turner, 2003)l biosensori elettrochimici si basano
generalmente su reazioni di catalisi enzimatica da cui deriva la produzione di ioni
(Thévenot et al., 2001)Un sensore elettrochimico, in partic@ae costituito da tre

elettrodi: un elettrodo di riferimentosference electrogeun elettrodo di lavoraNorking

electrodé ed un contro elettroda@@unter electrode . Léanalita =~ coinvec
nella reazione, che avviene sulla superfi
generano un potenziale che viene paragona
cui origina il segnale. | biosensoriegfochimici hanno dimostrato la loro efficacia in
molteplici applicazioni, dal settore industriale, al monitoraggio ambientale, alla biodifesa,

alla diagnostica clinicéSheikh NJ and Sheikh O, 2017p campo alimentare, lbro

utilizzo spazia dalla determinazione della presenza di contaminanti biologici
(micotossine, amine biogene, metalli pesamtl) €t al., 2017 Vidal et al., 2013Parker

and Tothill, 2009 Trevisani et al., 2019xlla ricerca di microrganismi patogeni (batteri,

virus, funghi)(Xu et al., 2017)alla determinazione della concentrazione di residui di

farmaci (antibiotici, antiparassitari, immunostimolan@Bunney et al., 2017; Gaudin,

2017 Singh et al., 2016)n varie matrici alimentari.
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3.1.1. Micro e nano-materiali

Negli ultimianni,sone e mpr e pi % frequent.i I sensori cC
nanemat er i al i . Fra questi, [ pi Y% wutilizzat
GNPs), nanotubi (carbon nanotubes, CNTs), grafene (GR), particelle magnetiche
(magnetic beads, MBs) polimeri conduttori. Questi materiali vengono utilizzati per
modificare la superficie degli elettrodi e/o come elementi marker per generare strumenti

ad alta efficienz&Cinti et al., 2017)Le GNPs, grazie alla loro eccellente elettroattivita e
rapporto superficie/volume, possono essdilizzate per promuovere il trasferimento di

elettroni, oppure come sonda redox in ambiente acido (in seguito a dissoluzione
ossidativa degl:i at omi dooro) . Di ver samer
sol amente di amp |l i flattrodo fawrehdail raggiunginoentd delloi t © ¢
stesso da parte del bioelemento. | polimeri possono essere impiegati sia come carrier di
elettroni che di cariche e, in base alle condizioni di elettropolimerizzazione, possono
entrare a far parte di superfici gnado di discriminare diverse classi di bat{€inti et

al., 2017) Le MBs permettono una semplificazione notevole nellacpreentrazione del

campione e nella riduzione deglntérferenti (YafezSedefio et al.,, 2016)in
combinazione con enzimi e anticorpi marcatmsentono di ottenere sensori dalle elevate

performancéJones et al., 2019)

3.1.2. Crosslinking

Il crosslinking prevede l'utilizzo di glutaraldeide (GA) altri agenti bifunzionalper
I'immobilizzazione enzimaticadi mmo b i | i z z a awienes&uttandoamgelat i ¢ a
ottenuto dalla ceeticolazione della glutaraldeidsn, ad esempio,albumina di siero

bovino (BSA depogato sull'elettrodo.
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3.1.3. Labelling

Gli immunosensori elettrochimici sono sensori di affinita basati su un supporto in fase
solida su cui avvengono le reazioni antigaméicorpo, che vengono convertite da un
trasduttore in un segnale elettrochimico. Il concetto che sta alla base di questo tipo di
sensori € di molto affine atest ELISA (EnzymeLinked-ImmunosorbenfAssay)
convenzionale, anche se, diversamente da questa, grazie alla presenza dei trasduttori si
pu, ottenere unobefficiente determinazione
relativa quantificazione del substrato analitic@li immunosensorilabelbased
prevedono la presenza di un marker legato ad un antigene (Ag) o ad un anticorpo (Ab)
chegrmette | o scambio di el ettroni . Lbdent
antigene/anticorpo marcato che viene rintracciata e tale vaargponde allpresenza

del | 6(€intietal., 20&7)La maggior parte dei sensori immunoenzimatici sviluppati

per i batteri utilizzano un tipo di sandwich diretto, dove la cellula target & immobilizzata

fra due anticorpi specifici (di cui uno immobilizzato sulla superficie dellfelédt, o altro

supporto, e l'altro coniugato con un marcatore). La molecola utilizzata come marker puo
essere essa stessa elettricamente attiva oppure essere capace di generare dei prodotti che
lo sono. Queste molecole sono ampiamente utilizzate ed hawaatéiggio di poter
amplificare il segnale (a seconda del tipo e della quantita di marcatore presente). Possono
anche, tuttavia, influenzare l'efficienza del legame antigerieorpo e rendere in questo

modo la resa del sistema variabile.
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32Applicazioni nell 6industria alimentare
Le malattie associate al consumo di alimenti di origine animale sono un problema di
rilevanza globale, con importanti ricadute sulla Sanita Pubblica e sulla popolazione in
generale. L'avere a disposizione strument lnalisi rapida di queste categorie di
prodotti, che superino le criticita dei sistemi tradizionali (elevati costi, lunga preparazione
dei campioni, necessita di personale esperto), rappresenta una nuova sfida per la ricerca
in sicurezza alimentare. écenti e crescenti sviluppi dei biosensori elettrochimici hanno
permesso di raggiungere ottimi risultati, siguardo alla determinazione quali
quantitativa dell'analita (che siano batteri, tossine o residui di farmaci), che nei tempi di
analisi. Questeetnologie, infatti, consentono di avere, oltre che un'elevata specificita, un
metodo di analisi che si adatta a matrici complesse, nonostante le differenze di

composizione, densita, pH e temperatura.

3.2.1. Istamina e batteri istamino produttori

Léi stamina  un composto azotato idrofilo
gruppo amminico che appartiene alla famiglia delle ammine bipgeme dei mediatori

chi mici del Il 6infiammazione e deri weladall|l a
L-istidina decarbossilasi. Bna molecolaampiamente difftsn el | 6 or gani s mo,
ricopre un ruolo importante nelle risposte infiammatorie ed allergi¢lene ossidata
ddl'enzimamonod i ami nossi dasi nel |l 6i nt estedmo, nel
altri organi (Loffredi, 2018) Insieme ad altre ammine biogene quali la tiramina, la
cadaverinala putrescina puo essepero,present@nchdn vari tipi di alimenti a seguito

del |l 6azi one di eallalledecaibossitasidatterictgpagnestispradotte

(Lange and Wittman, 2004)'intossicazione da istamiresociata al consumo di prodotti

ittici € un esempio dinalattia alimenta dovuto alla sua presenza negli alime8tipuo

manifestare, infatti, in seguito al consumo di pesqg@pdotti derivati, contenenti elevate
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quantita di questa sostan@dungerford, 2010EFSA, 2017) Tra il 2018 eli2020, le

allerte registrate sul portale RASFF per la categoria dei contaminanti biologici sono state

in totale 101, di cui 70 per alimenti contenenti istamifASFF Portal) Le
manifestazioni cliniche sono suddivisibili secondo la sede principa@tomi cutanei

(rash cutaneo, orticaria, edema facciale, ponfi, ipe&xeongiuntivale, prurito)sintomi
gastrointestinali (diarrea, dolore addominale, nausea, vomito, bruciore, gonfiore della
bocca e della linguagntomi emodinamici (ipotensione, vertigirg)sntomi neurologici

(mal di testa, palpitazioni, formicolidjsturbi alla visione, tremori, debolezza, sensazione

di calore)(KovacovaHanuskova et al., 2019 letteratura sono stati riportati episodi di
intossicazione da scombridi di insolita gravita, con sintomi estremamente seri che hanno
reso necessari trattamenéd r genza per r i spasmoediptensionat i d i
ingravescente fino allo shock. Le manifestazioni sono correlate alla elevata
concentr azi,Qoeagdd al.s200@)hien & i accumul a a seg
di batteri praluttori di istidinedecarbossilasi, raggiungendo concentrazioni tossiche

ril evant. soprattutto in alcune specie it
libera € maggioréRawles, 1996)Si ritiene che l'intossicazione da istamina si verifichi

dopo il consumo di alimenti contenenti ammine biogene a conciemiramperiori a 500

ppm | batteri produttori di istamina (HPB) vengono classificati in base alla attivita
dell'istidinadecarbossilasi, come produttori di istamina deboli, medi e(Knigtin etal.,

2009 De Las Rivas, 2006l forti produttori appartengono prevalentemente alla famiglia

delle EnterobacteriaceaéMorganella, Raoultella, Erwinia, ProteugCantoni, 2008)

Anche i batteri del generBhotobacterium(P. damske e P. phosphoreuinhanno
dimostrato una forte attivita istidirecarbossilante e sono stati implicati in casi clinici

di intossicaziongdEmborg and Dalgaard, 200Bandete et al., 2008Questi batteri

vengoro introdotti nei tessuti in conseguenza di modifiche autoliticheqmostem o di
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una manipolazione inappropriata del pesce durante le procedure di lavorazione. Poiché i
prodotti ittici vengono normalmente conservati a temperature prossime allo zero, alcuni
batteri psicrotolleranti possono avere un ruolo importante nei focolai norlatioare
un'interruzione della catena del fredgkanki et al., 2007Emborg et al., 20Q@rester,

2011) Questi batteri includono i batteMorganella morganiisimili (Morganella
psychrotolerans e P. phosphoreumlIl Regolamento QE) 2073/2005, sui criteri
microbiologici appicabili ai prodotti alimentari ha stabilito i livelli di accettabilita per

| 6i stamina nei p e s ¢ iScomlpigaa ClupesdaceEmgraulidag | | e f
CoryfenidagPomatomidae Scombersocidadissando i limiti a 100 mg/kg (m), con una
tolleranzafino a 200 mg/kg (M) in non piu di due unita campionarie sul totale di nove.
Nel caso di prodotti in salamoia che hanno subito un trattamento di maturazione
enzimaticai i miti ammissi bi | iMedtr@ peslaasadi pesce sono
prodottamediante fermentazione di prodotti della pes$dianite e fissato a 400ng/kg

per un'unica aliquotaRegolamento UB. 1019/2013. La Food and Drug Administration

degli Stati Uniti ha fissato un limite di 50 mg/kg per l'istamina nel tonno, nel-mahi

e nei pesci affin(FDA, 2011) Per soddisfare questi criteri, gli operatori del settore
alimentare devono definire degli obiettivi di processo nella gestione delle operazioni e
quindi essere in grado di stimare l'attivita dei batteri produttori di istamina nella catena di
produzionell RegolamentoCE) 2073/200% successive modifichaeveana inoltre,

che per la ricerca di istamina venga utilizzato il metodo UNI EN ISO 19343:2017, basato
sull'utilizzo dellacromatografia liquida ad alta prestazione (HPLC) con rilevazione
fluorometica. | limiti di questa metodica derivano dal fatto che il processo di
preparazione dei campioni per I'analisi € lungo e compleisfeede tecnici qualificati

ed unastrumentazionemolto costosa. Queste analisi hanmaoltre, come finalita

essenzialmest | a stima dell a quantit?’ di I st ami
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forniscono informazioni riguardanti la flora istaminogdrtast ELISA allo stesso modo,
richiedono una certa preparazione del campione e personale formetmpi di
incubazione detampioni possono variare dai 15 ai 90 minuti ed il costo dei kit non é

trascurabile.

3.2.2. Sensori elettrochimici per istamina

| sensori elettrochimici per la rilevazione dell'istanmmehpescai basano essenzialmente
sulla realizzazione di un cre$isking sulla superficie dell'elettrodo sull'utilizzo di
CNTs. Perez et al. (2013) utilizzano una membrana costituita da polisolfone, CNTs e
ferrocene per immobilizzare la diamminossidasi (DAO) e la perossidasi (HRP) sulla
superficie dell'elettroddl LOD & di0.17 M in PBS. Le prove su matrici reali sono state
effettuate utilizzando campioni di acciughe, tonno, sardine, gamberetti e sg&oboo.

stati utilizzati sia SPE che duSPE.ll metodo € stato in grado di rilevare da 26 + 1 a 208

+ 19 ng/g di istaminain 20 secondi(SPE) Entrambi i sensori hanno permesso di
quantificare l'istamina presente nei campioni. Tuttavia, con I'SP&mo é stata rilevata
un'interferenza derivante danomeni ossidativi, non presente nel d8RE Un altro
sensore per istamina &® realizzato utilizzando una percentuale di tetratiafulvalene per
realizzare 'SPCE. GA e BSA sono state utilizzate per immobilizzare listamina
deidrogenaqiHDH) nelcrosslinking. Il LOD di questo sensore e di &D.7nM in PBS

e l'intervallo di risposta va da 8 aBBI. Le prove su matrici reali (contenenti una quantita
certificata di istamina, pari a 8.7 mg/kg) hanno mostrato che il sensore €& in grado di
quantificare listamina nei campioni (8.7 mg/kg vs 8.9 = 0.4 mg/kg). GihSRCEe

stato utilizzato per testare sia istamina che putrescina in campioni di polpo. | risultati sono

paragonabili a quelli ottenuti con il metodo di riferimento HPLC.
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3.2.3. Escherichia coliverocitotossici

Gli Escherichia colproduttori di Shigarossina o verocitotossici (STEC o VTEC) sono

agenti zoonosici in grado di produrre tossine pericolose per la salute umana, inducendo

una grave forma di diarrea emorragica. Una possibile complicazione €& la sindrome

emoliticouremica (SB), caratterizzata da una grave insufficienza renale acuta, associata

ad anemia e piastrinopenia, che talvolta si rivela faféd&tuto Zooprofilattico

Sperimentale del Lazio éella Toscana, n.d.)L'infezione daVTEC si trasmette

prevalentemente attraverso il consumo o la manipolazione di cibi contaminati e attraverso

il contatto con animali infetti. L'ulteriore trasmissione da persona a persona e possibile in

caso di stred contattoVari generi alimentari sono stassociatall'origine di questo tipo
d'infezione, quali ad esempio la carne bovina sofficientementecotta, il latte non
pastorizzato, vari prodotti freschi (cetrioli, germogli, spinaci e insalate), ibslicoela
non pastorizzato e il formagg{&FSA 2013) E' sufficiente m numero molto ridotto di
VTEC per provocare l'infezione nell'essere umé@belannoy et al., 20931 ceppi di
VTECpossono appartenere a differenti sierotipijma s i di i nf ezi one
risultano causatprevalentementeaE. coli 0157, 026, O111, 0103 e O14BFSA,
2013) Il sierotipo piu importante dal punto di vista clinico ed alimentareEe ddli
0157:H7ma, ecenti epidemie dt. coli 026 sottolinean@ome questo sian rischio
emergente di infezionen particolareassociato ai prodotti lattiercasear(ECDC, 2017
Severiet al., 2016 Germinario et al., 20165ebbene non esista ad oggi uno standard
internazionale di rifemento per la determinazione e l'isolamentyY dEC nonrO157, il
metodomaggiormente impiegatper il rilevamento diVTEC negli alimentie per la
determinazione dei sierogruppi O157, O111, 026, 0103 e Gildasa sunetodiche
colturali associate a reime PCR (RTHPCR)(ISO/TS13136:2012 | ceppi positivi per

il gene della verocitotossina 2tX2) e per i geneae(che codificano la pragzione di
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intimina) sono associati a un rischio piu elevato di malattie gravi rispetto ad altre
combinazioni di geni di virulenz¢EFSA, 2013 Delannoy et al., 2013Per questo,d
rilevazione mediante PCR di geni che codificano per le tossine Shiga e le intimine
differenziano efficacemente i cepgitotossicidai ceppi non patogenQuesti metodi,
tuttavia, hanno il limite che tra I'arrivo del campione al laboratdtid risultatoanalitico
intercorrono diversi giornil biosensori sono, invece, in grado di dare una risposta in ore

0 minuti.

3.2.4. Sensori elettrochimici perEscherichia coliO157:H7

Tra i primi sensori peEscherichia colvi € quello sviluppato da Abdélamid et al., un
immunosensore amperometrico in grado di rilevare da :a B0x 16 CFU/mL diE.

coli O157:H7 in 30 mirfAbdelHamid et al., 1999 Brewster e Mazenko ne hanno messo

a punto uno basato sulla cattura per filtrazione delle cellule legatet@drpi marcati

con fosfatasi, il cui LOD & di 5 x $CFU/mL (in 25 minXBrewster and Mazenko, 1998)

Un altro immunosensore, diipo conduttimetrico, viene invece sviluppato da
MuhammadTabhir e Alociljia, ed & in grado di rilevare 7. 9 xXGFU/mL in 10 min. La
risposta del sensore di Muhammal.aoliO0157:H7 é significativa rispetto al controllo
negativo, tuttavia non vi sondifferenze statisticamente rilevanti fra i vari livelli di
contaminazione superiori al LOD. Sono stati eseguiti anche dei test dreatibgta con

E. coli non patogeni e due diverse sierovariantiSdimonella enteric§dThompson e
Typhimurium) (MuhammadTahir and Alocilja, 2003)Nei test sugli alimenti il LOD e

di 8.1 x 18 CFU/mL. Un sensore ELIME & stato, invece, sviluppato da Gehring et al. per
la determinazione rapida Hi coliO157:H7. Poiché la tecnica prevedesamdwich, gli
anticorpi di cattura sono legati alle MBs e gli altri sono coniugati con fosfatasi. Le MBs

vengono attirate sull'elettrodo tramite un magnete (multiwell plate format). L'aggiunta del
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substrato (dnaftil fosfato) porta alla liberazione di &®ni che vengono convertiti in
segnale attraverso il trasduttore elettrochimico. Con questa tecnica € stato possibile
rilevare cellule vitali diE. coliO157:H7 sia in TBS che in succo di mela (pH portato a
7.6), con un tempo totale di analisi di 80 min.OD é di 5 x 1§ CFU/mL (Gehring and

Tu, 2005) Lin, invece, utilizza un sandwich indiretto, con anticorpi marcati. Sugli
elettrodi in carbone (SPCEs), le GNPs venganmobilizzate con glutaraldeide. Le
GNPs fanno da supporto agli anticorpi specificipecoliO157:H7, mentre gli anticorpi
coniugati con HRP vengono aggiunti dopo il contatto col campione e incubati a 37 °C per
15 min. Il perossido di idrogeno e |'aciftorocendicarbossilico vengono utilizzati come
substrati. | risultati mostrano che l'utilizzo delle GNPs permette di amplificare
sensibilmente la risposta del sensore. L'intervallo di misura va2da 1@ CFU/mL. Il

limite di quantificazione nel latte @& 6 x 1¢ CFU/mL in PBS e 5.3 x fOCFU/mL.
Questo tipo di sensore ha buone potenzialita per un utilizzo in campo e potrebbe far parte
di un sistema integrato volto alla determinazione rapidaabli O157:H7 nel latt€Lin

et al.,, 2008) Altri sensori costituiti da SFDME (screenprinted interdigitated
microelectrode) riportano un LOD di 40FU/mL (Xu, 2016)e 1¢# CFU/mL (Radke and
Alocilja, 2005) in brodo di coltura, e 2.05 x i®ella carne di manzo. | sensori
elettrochimici peiE. colifin qui descritti riguardano essenzialmeBtecoliO157:H7. In
letteratua, infatti, sono pochi gli studi su VTEC diversi #a coli O157:H7. Alcuni
sensori di tipaptamer based genebasedsono stati sviluppati per altri sierotiphang

et al., 2019 Zhao etal., 2018 Zhang et al., 2018 Luo et al., 2012) ma richiedono
I'utilizzo di molecole bioingegnerizzate. Il primo immunosensordepasli O 26 € quello
sviluppato dal nostro gruppo di ricerca. L'utilizzo di anticorpi specificitpezoli 026,

come quelli utilizzati per il nostro biosensore, rapentano la scelta migliore per

indagare la presenza di questo sierotipo in matrici alimentari.
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TIPO DIf TECNICA MICRO H PREPARAZIONE DEL SENSO| LOD MATRICI TEST DI CROBEATTIVITA'| FONTE
SENSORE ELETTROCHIMICA | NANG ANALISI BRODO | ALIMENTARI
MATERIALI DI PERFORMAN(
COLTURA
(CFUImL)
Abdel
in-house| amperometria | / 40 min 100 |/ / Hamid et al
1998
Brewester €
GCE voltammetria |/ 25 min 5000 |/ / Mazenko
1998
. Muhammad
vegetali Tahir o
in-house| conduttimetria | / 10 min (+preparaziong 79 81 E. colhon patogeni Alociljia
CFU/mL 2004
succo di
. . mela Gehring et a
GR voltammetria | MBs 80 min 3300 1500 / 2005
CFU/mL
E. colK12,Listeria
latte monocytogens,
SPCEs | amperometria| GNPs |4 h 600 |5003 Salmonella Lin 2008
CFU/mL | choleraesuisYibrio
parahaemolyticus

Tabella 2: Sensori elettrochimici er coli

[in-house, developed in laboratory; GCE, glassy carbon electro@Gés; graphene]

3.2.5. Sensori elettrochimici perSalmonella

Fra ilabelbased troviamo i sensori sviluppati da due diversi gruppi di ricéXéang et

al., 2015 Fei et al., 2015)che prevedono l'utilizzo di GNP. Xiang utilizza un idrogel a
base di chitosano in cui vengono disperse le GNPs per modificare la superficie
dell'elettrodo e creare un film composito ove immobilizzararficorpi antiSalmonella

Dopo un periodo di incubazione di un'ora in una soluzione contenente i batteri e un‘altra
ora a contatto con gli anticorpi coniugati con HRP, si viene a formare un sandwieh GNP
Ab-SalmonellaAbHRP. Per le analisi é stata util&a una voltammetria differenziale ad
impulsi ed i risultati delle misurazioni seguono un andamento lineare da 10 a 10
CFU/mL, con un LOD pari a 5 CFU/mL in PBRwveen. Il tempo di analisi e pari a 4 ore
escluso l'arricchimento (24 h). Nonostante non veagkettagliati i tempi di preparazione

dell'elettrodo, si puo affermare che il tempo totale delle analisi sia molto buono. Per
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quanto riguarda le applicazioni in campo, sono state fatte alcune prove su matrici
alimentari (latte), con un range fra 1.4 e #.80° CFU/mL (Xiang et al., 2015)Allo

stesso modo, Fei utilizza le GNPs per sviluppare un immunosensofalpeonella
pullorume gallinarum.Le GNPs vengono depositate su di un elettrodo SPE in carbone
al fine di catturare gli anticorpi e garantire la trasnoissidel segnale. Alle GNPs, per
generare un miglior micrambiente per gli anticorpi, & stato aggiunto un liquido ionico

a base di BMIMPF6. Gli anticorpi specifici a#8i pullorume gallinarum(isolati da siero

di coniglio) sono stati lasciati a contatton le GNPs sulla superficie del sensore,
conservato poi per 12 ore a 4 °C. Per bloccare i siti non specifici & stata utilizzata BSA
(0.25%), con un tempo di incubazione di 1 ora. Dopo 40 minuti di contatto fra gli anticorpi
di cattura eésalmonellgT=30 C), sono stati aggiunti gli anticorpi marcati con HRP (40
min, 30 °C). Come substrato per I'enzima sono stati utilizzati perossido di idrogeno e
tionina (nella sua forma ridotta) ed il prodotto della reazione derivante (tionina ossidata)
ha generato un segle, letto tramite voltammetria ciclica, misurando il picco di riduzione.

Il range entro cui opera questo sensore & $iLOOCFU/mL, con un LOD pari a 3 x $0
CFU/mL (Figura 4, Fei et al., 2015) 'applicabilita del sensore & stata verificata su
campioni di usa e carne di pollo, contaminati in laboratorio, insieme a delle prove
colturali classiche. La minor sensibilith pud essere imputabile all'utilizzo di matrici

complesse.
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Figura 4Parti che costituiscono un immunosensore (Fei et al., 2015).

Un altro gruppo di ricerca ha sviluppato un sensor&pbnonella entericaubs. enterica
sierovar. Typhimurium, utilizzando le MBs come supporto per un immunocomplesso
formato daSalmonellae GNPs coniugate con anticorpi aBalmonella Il tempo di
analsi & di 1 ora e 30 minuti. Il range di applicazione &1® CFU/mL con un LOD

pari a 143 CFU/ml(Afonso et al., 2013)l sensore é stato testato anche su due campioni
di latte contaminato, con buone performance. Il gruppo di ricei@eaddacha studiato,
invece, la differenza fra MMBs (2.8 m) e NMBs (300 nm) in un immunosensore per
Salmonella serovar Typhimurium, réiazato con anticorpi di cattura monoclonali e
anticorpi antiSalmonellgpoliclonali marcati con HRP. Il LOD é di 538 CFU/mL con le
MMBs e 291 CFU/mL con le NMBs, per le prove fatte in latte. Nonostante le NMBs
diano risultati apparentemente migliori, s@tati segnalati dei problemi di adsorbimento

non specifico e tempi di cattura maggi@Brandao et al., 201550no0 stati analizzati,
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successivamente, anche campioni in latte previo arricchimento (0O, 4, 6, 8 e 10 ore) ed |l
sensore ha dimostrato la capacita di rintracciare 1 cellulaibatter25 mL, dopo 8 ore

di pre-arricchimento(Brandao et al., 2015 uesto sensore sarebbe quindi in grado di
identificare i canpioni non conformi in base ai criteri posti dalla legislazione (Reg.
2073/2005 della Commissione Europea). Il gruppo di ricerca di Fabiani, invece, dopo
aver sviluppato un sensore ELIME per la ricercé&dimonella enterican acque di
irrigazione(Volpe et al., 2016)ha sviluppato un sensore per testare la contaminazione
dai sierotipiS.Napolise S. Thompsorsu vegetali a fdga verde (sia prodotto fresco che
readyto-eat) (Fabiani et al., 2017) campioni sono stati contaminati corl@ CFU di
Salmonell&5 gr e testati in parallelo con test ELIME e HPICR (con un pre
arricchimento di 20 ore e 8 ore a 37° C, rispettivamente). | risultati mostiarentrambi

I metodi sono in grado di rilevare la presenza-di01CFU diSalmonellain 25 gr di
alimento (i campioni sono stati testati anche con metodo ISO 6579:2002 per la conferma).
Un'informazione che spesso manca, ma che in questo lavoro vienéaapliguarda il

costo delle analisi: il costo totale di entrambe le analisi € di circa 6 euro per 3 ripetizioni
(escludendo i macchinari). Nonostante il tempo di arricchimento richiesto datREH'i

sia minore, il biosensore permette di avere a digpms una strumentazione portatile e

a basso costo, con tecnologia miniaturizzata che permette di eseguire un elevato numero
di analisi, senza la necessita di laboratori dedicati e la presenza di personale esperto.
Sensori di questo tipo rappresentano @tide approccio alla sicurezza alimentare,
nell'ottica di un'ottimizzazione dei piani HACCP per i prodotti freschi. | tempi di analisi
delle prove standard richiedono, infatti, almeno 5 giorni (ISO 6579:2002) e non

garantiscono una risposta adeguata atguszdegoria di prodotti.
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Un sensoréabekreee stato infine sviluppato da Farka et al. per la determinazione rapida
di SalmonellaTyphimurium, basato sulla spettroscopia di impedenza elettrochimica
(EIS) (Farka et al., 2016¥5li anticorpi specifici sono immobilizzati sulla superfidiaun

SPE in oro tramite un monostrato in cisteamina, attivato con glutaraldeide. Questo
sensore ¢ in grado di rilevare 12ITFU/mL. Lo svantaggio & che il metodo richiede una
modifica dell'elettrodo, con una conseguente perdita di sensibilita ed umomiaggpo

per lo svolgimento delle analisi.

LOD

TIPO DIf TECNICA MICRO B PREPARAZION BRODO MATRICI  ALIMENTARI | TEST DI CROY

NANG DEL SENSORE DI : FONTE
SENSORE ELETTROCHIMICA MATERIALI | ANALISI CoLTURA PERFORMANCE REATTIVITA'
(CFUImL)
voltammetria latte
GCE differenziale al GNPs 4 h 5 ' lievito, E. coli Xiang 2015
impulsi 1.4 e 4.8 x TCFU/mL 9

uova e carne di poll{ E. sakazakiE. coli
SPE voltammetria ciclicgg GNPs 14 h 20 min| 3000 | (accuratezza 80 S. aureus B.|Fei2015

100%) subtilis B. cereus
voltammetria latte (recupe
SPE differenziale a MBs/GNPg 1 h 30 min | 143 E.coli Afonso 2013
) ; 83-94%)
impulsi
latte LOD 261 CFU/n
GCE amperometria NMBs 1h 462 LOD 1 CFU/25 n]E.coli Brandao 2014
(8 ore arricchimento)
GCE amperometria MMBs 1h 853 latte LOD 538 CFU/n| E.coli Brandao 2014

P. aeruginosaS.
sonnei,S. ureusk.
coli,S. xylosud,.
innocua,L.
monocytogenes, J
freundii, E.
aerogenes, E.
cloacae, A.
hydrophila, C.
braaki, M.
morganii, K.
pneumoniae, H.
alve,
S.liguefaciens

vegetali a foglia verd
amperometria MBs 1h 1000 |[LOD 1 CFU/25
(20 h arricchimento)

8-SPE

i Fabiani 2017
strip

gold 2 15h latte
;Eznnel EIS / (in matrice) 1000 LOD 10CEU/mL E.coli Farka 2016

Tabella 1: Sensori elettrochimici pgalmonella

[GCE, glassy carbon disk electrod8®E, SPEsreenprinted electrodes;EIS dectrochemical
impedance spectroscopy; GNPs, gold ngmarticles;MBs, magnetic beads; LOD limit of
detection]
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3.2.6. Sensori elettrochimici per la ricerca diantibiotici

| biosensori possono trovare applicazione ancheawrollo dei residui di farmaci ad

uso veterinario, su prodotti quali fluidi corporei e alimenti di origine animale, oltre che
per il monitoraggio ambientale. La diffusione degli antibiotici ed il loro utilizzo
sconsiderato rappresentano, infatti, ueairschio per la Sanita Pubblica, poiché vanno
ad incrementare la diffusione dell'antibioticoresistenza. In letteratura, i primi lavori sui
sensori elettrochimici per la ricerca di antibiotici che prevedono l'utilizzo di anticorpi
risalgono al 200Tlonescu et al., 2007Negli anni successivi vi € un rapidecremento

nelle pubblicazioni e nell'interesse di costruire sensori di rapida e facile applicazione.
Conzuelo ed il suo gruppo di ricerca hanno studiato e sviluppato un sensore
amperometrico per la ricerca di tetracicline nel latte, con l'utilizzo diaptie MBs
funzionalizzate con proteina G. Il saggio € di tipo competitivo, dove l'antibiotico (TC)
compete con un tracciante enzimatico {fiRP) legato ad una molecola di antibiotico.
L'aggiunta del substrato (B») in presenza del mediatore idrochinoR)), permette di

registrare il segnale di risposta amperometrica (figura 5).

soe ® antiTC 2 TC+ TC-HRP - o £
ey —Mm» 2. u®y " 5. 0%

B o9 2 ~
..‘o'. re® >/ o re®
ProtG-MBs

H,O X HRP x : q
22 ox ,
H,0 HRP, 4 HQ 4

SPCE

Figura 5: Immunosensore amperometricon MBsper la ricerca diretta diesidui di tetracicline
nel latte(Conzuelo et al, 2012).
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Il LOD di questo sensore é di 1.9 ng/mL, l'intervallo di misura va da 6.3 a 380.7 ng/mL
in PBST-latte. E stata testata la possibile interferenza legata alla presenza di ioni Calcio
(Ca?") e la selettivita del sensore rispetto a 6 antibiotici diversitcactelina. In entrambi

i casi non vi & una variazione significativa del segnale (LOD 8.9 ng/mL RESatte,
CR<1%). Il sensore ha mostrato anche una buona riproducibilitd e conservabilita nel
tempo. | risultati di questo studio permettono di considegaesto sensore un ottimo
strumento in grado di determinare la presenza di tetracicline nel latte, per valori al di sotto
dei limiti di legge (Conzuelo et al., 2012a)0 stesso metodo e stato impiegato per
sviluppare un immunosensore per i sulfamidici. Gli antibiotici di cattura vengono, in
guestacaso, immobilizzati su di un sensore SPE modificato con aeziordinobenzoico
(4-ABA). Il meccanismo di competizione € lo stesso del precedente ed in questo caso il
range di applicazione va da 0.6 a 64.2 ng/mL, con un LOD pari a 0.15 ng/mL in PBST.
La sdettivita € stata testata su quattro antibiotici non target, mostrando una buona
risposta. La percentuale di recupero in latte contaminato € pari al 103%. Il LOD nel latte
intero, non diluito, & pari a 0.20 ng/mL, molto al di sotto dei limiti di le@gmnzuelo et

al., 2012b) Tra i sensoriabelfree troviamo quello sviluppato da #lloghazy et al. Si

tratta di un immunosensore realizzato su SPCE, a cui viene aggiunto uno strato di
poly(vinyl alcohotco-ethyleng (PVA-co-PE) a cui sono legati gli anticorpi anti
cloramfenicolo(El-Moghazy et al., 2018)Il PVA-co-PE € un polimero idrofilo, non
tossico, utilizzato per formare membrane néibmse ad alta biocompatibilita,
estremamente assorbenti. In questo studio, viene utilizzato per migliorare la risposta del
sensore, consentendo di raggi unpledr en g/ nmLL. OL
Anche la selettivita e la specificita sono buone e, in particolare, sonotestdte le
performance del sensore in presenza di amoxicillina, gentamicina, sulfametazina e

ciprofloxacina. Le prove su matrici reali sono state svolte in latte. Infine, un
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immunosensore per la ricerca simultanea di piu antibiotici (cefalosporine, glitfieeni
tetracicline) é stato sviluppato da Conzuelo nel 2014. Questo sensore € stato utilizzato sia
per I'analisi di latte fresco (previa inattivazione delle lattoperossidasi endogene) che UHT
e si &€ mostrato in grado di rilevare la presenza di residantibiotici nei campioni
contaminati, per valori al di sotto dei rispettivi LMR, in soli 5 mini@bnzuelo et al.,

2014). Tuttavia, € necessario specificare che questo tipo di sensore e in grado di

determinare solamente la presenza/assenza di residui antibiotici nel campione. Non e,

invece, in grado di identificare la molecola rintracciata.

MICRO  E PREPARAZION LOD BRODO [ MATRICI
MOLECOLA INTERESS ;Er\?so?el EEE;\‘T'%CHMC NANO DEL SENSORE COLTURA ALIMENTARI ;EiﬁTl\'/Dl'TA,CROS g%TTc?GR AFIC
MATERIALI| ANALISI (CFU/mL) PERFORMANGQ
Tetraciclina latte, ﬁmgﬁﬂma
cloridrato . oo 89-9P 18 pennicilina G| Conzuelo
Ossitetraciclina SPCE | amperometria| MBs 1lh ng/mL .
L ng/mL Entrofloxacin, | 2012a
Clortetraciclina (recupero o
C Sulfapiridina,
Doxiciclina 99%) L
Cefapirina
Sulfameraz!na Pennicillina G
Sulfametazina latte intero, | Entrofloxacin
o q , )
Sulfadlazmgl .| SPCE | amperometria| 4-ABA | 30 min LOD 0.13 LOD 0.2Q Tetraciclina conzuelo
Sulfacloropiridazing ng/mL A 2012b
. ng/mL cloridrato,
Sulfacetamide Cefapirina
Sulfatiazolo p
latte, Amoxicillina,
Cloramfenicolo SPCE | amperometria PVAco- 6 h e 30 min LOD :/?ng; (:—)I?(S Gentamicina, | EtMoghazy
P PE nénnnT Sulfametazina| 2018
(recupero Ciprofloxacina
>929%) P
Cefalosporine modified latte fresco Conzuelo
Sulfamidici SPCE | amperometria MBs 5 minuti / e UHT, / 2014
Tetracicline LOD 4+ MR

Tabella 3: Sensori elettrochimici per la ricerca di antibiotici

[4-ABA, 4aminobenzoic acidPVAco-PE poly (vinyl alcoholco-ethylene)]
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Lo sviluppo di metodi di analisi, come quelli presentati in questo lavappresenta un
Importante passo avanti per la ricerca in questo settore. | biosensori elettrochimici si
configurano, infatti, come strumenti di facile applicazione in grado di identificare e
quantificare la presenza di patogeni e residui di farmaci vaterin varie matrici
alimentari. L'utilizzo di micro e nanmateriali, inoltre, consente una semplificazione
delle procedure e migliori performance. Tuttauitieriori studi sono necessari al fine di

rendere questi strumenti attrattivi per l'industrianaintare.
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4. SCOPO DELLA TESI

La possibilita di monitorare la presenza di residui di farmaci veterinesngaminanti

bi ol ogici negli alimenti pu, trarre benef]i
facile utilizzo. A tal fine, sono in fase di sviluppo molteplici applicazioni di biosensori in

grado di coniugare sistemi di rilevamento biologspecifici con trasduttori elettronici o

ottici capaci di rilevare, amplificare, elaborare e misurare il segnale derivante
dall 6interazione tra un substrato costitu
ambientali o alimentari. Lo sviluppo di biosami permette di rilevare la presenza di

quantita residuali di un determinato analita in varie matrici sia animali che alimentari.

Per questo Progetto di Ricerca sono state messe a punto tecniche di analisi elettrochimiche
per rilevare quantitativamente laresenza di istamina e di batteri istaminogeni in
campioni di pesce determinare la presenzaceippi diEscherichia colinel latte crudo.

Sono stati condotti anche degli studi riguardanti la presenzasitiui di farmaci

veterinari negli alimenti
Lo scopo di queste ricerche era quello di:

1 Sviluppare diversi tipi di sensori elettrochimici ed immunoenzimatici (1) e valutare le
loro potenzialita come metodi di analisi rapiddl)]

1 Validare i risultatimediante comparazme con metodi analitici di riferimentd-[]).

1 Awviareuno studio per Ieviluppo di biosensori per i residui di farmaci veterimagli
alimenti sulla base di dati derivanti dal campionamento ufficiale mfdamazioni

raccolte al macello
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5. MATERIALI ,METODI E RISULTATI

5.1. Strumenti

Le prove elettrochimiche sono state effettuate un bipotenziostato/galvanostato
portatile, nBtat 400della Dropsens (Oviedo, Spaifi) e con il potenziostato Metrohm
Autolab (11), collegatotramite un cavo di connessione Dropsens CAST al sensore.SPCE

Il software di gestion®ropView 8400 e stato utilizzato per controllare lo strumento e
svolgere le analisi, tramite un personal computemiente Window 7 (lil). In alcuni

casi e stato utilizzato anche il softw&f®VA 2.0 (ll). La cella conica CFLWCICONIC
(Dropsens) ci ha permesso di mantenere il campione sull'elettrodo (I), mentre nei test con

le immunobeads é statiilizzato un magnete posto direttamente sotto I'SPCE (ll).

5.2. Reagenti

Per le analisi(l) sono state utilizzate, la diamino ossidasi (DAO) da rene suino, la
perossidasi di rafano (HRP), la sieroalbumina bovina (BSA), la glutaraldeide (GA), il
mediatoe redox ferrocianuro dipotassio triidrato [K4sFe(CN}@H:O], listamina
dicloridrato, il sodio fosfato dibasico anidro @R#PQs), il sodio fosfato monobasico
monoidrato (NeHPQ:(H20), il cloruro di potassio (KCI) e l'idrossido di potassio (KOH),
I'acido cloridrico (HCI), l'acido tricloroacetico (TCA), il Cloruro di sodio (NaCl), la
ftaldeide (OPA)e l'istidina acquistati dalla Sigma Aldrichlutte le soluzioni standard
sono state preparate tamponefosfato (PBS,0 . 1 M HPO41 2/ ¢b8 PO4 1
0.1 M KCl)con acqua deionizzata ottenuta per osmosi invaR€d) tramite il sistema

di purificazioneNew Human Power Il (Human Corporation, Kordagrreni di coltura
comeTryptone Soy Brot{TSB), Tryptone SoyAgar (TSA), Violet Red Bile Glucose

Agar (VRBGA), thiosulfatecitrate-bile saltssucrose agafTCBS), Iron AgarLyngby
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(IA) ed il peptoneprovengono dallaThermo Scientific Oxoid(Basingstoke, United
Kingdom).| terreni colturali impiegati nel secondo sensore {t§ cuiBuffered Peptone
Water (BPW), PBS, TSA, triptone bile agar congkicuroide (TBX) e le IMB
(Dynabeads, anEPEC/VTEC 026), sono stati acquistati da Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA). La BSAJa 3,3',5,5tetrametilbenzidinaTMB) ed il Tween®20
provengono dalla Sigmaldrich (Milano, Italia) Gli anticorpi di capra at.coli O26,
marcati con la perossidasi (DAHrp), provengono dalla Seracare Life Sciences (Milford,
USA). | primer per la PCR verso il gene specificzxO26 sono distribuiti dalla Eurofins
Genomics (Milano, Italia)ll ceppo diE.coli O26, non verocitotossico, iliikzato per

contaminare sperimentalmente i campioni € stato isolato da Trevisani et al. (2014).

5.3. Campioni

Sono stati testa® lotti di tonno fresco a filettiThunnus albacargs comprati in due

diversi supermercati (I). Dal momento dell'acquisto, fino all'arrivo in laboratorio, i
campioni sono stati mantenuti a bassa temperatura e processati entro 1 ora. Da ogni lotto
e stata prelevata una porzione di 25 gr per 'analisi flefaistaminogena di fondo, la
restante parte e stata suddivisaiotole parti di 5 grl campioni di 5 gr sono stati quindi
coperti con una pellicola in polietilene e conservati in frigorifero a 4°C. Dopo 1 settimana

il livello di istaminain essiconenuto é stato misurato con sensore amperometrico.

I campioni di latte (I) sono stati, invece, prelevati da quattro diversi distributori di latte

crudo presenti nella Provincia di Bolognmantenuti refrigerati fino all'arrivo in

laboratorio (< 1 ora).
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5.4 Procedura operativa degli esperimenti di voltammetria ciclicae di
cronoamperometria

Una partedegli esperimenti di voltammetria ciclica e di cronoamperometria sono stati
esequiti in cellal), altri prevedevano il posizionamento di un sensore SPE su di una
superficie magnetica (lIPer la determinazione del valore di corrente da utilizzare nelle
analisi e stata eseguita la voltammetria cialeapprima sullaoluzione tampone (PBS),

a cui poié stato aggiunto il mediatore (me=jnfine il campione

5.5.  Sviluppo di un biosensore per la determinazione déstamina (l)

Il nostro interesse era quello di sviluppare un metodo rajaddilizzare come strumento

di screening per rilevare l'istaminéagresenza déatteriistamingroduttoriin campioni
alimentari, gia a bassissime concentrazibisiensore étato sviluppato immobilizzando
istidina decarbossilasi €IRP sulla supeiitie di elettrodi serigrafati mediante una
procedura di reticolaziongrosslinking) che impiega glutaraldeide BSA. Il segnale
generato in presenza di istamina sulla superficie dell'elettrodo égstiaidi misurato
mediantecronoamperometrigrazie ala reazione derivante dal contatto emnmediatore

redox solubileParallelamente, la flora istaminogena naturale dei campioni & stata messa

in coltura ed identificata.

5.51. Preparazione dell'elettrodo

Per realizzare il crodinking, laDAO e I'HRP sono state immobilizzate sulla superficie
dell'elettrodo SPCE (DRBR50, Dropsens) utilizzando BSA®A. In una prima fasel0
mg di DAO e 5 mg di HRP sono stati disciolti in 18D di tampone fosfato (0.1 M)
ciascunoQuindi, 70 L. di DAO e 30nL di HRP sono stati uniti in un'unica soluzione,

in cui sono stati disciolti 4 mg di BSAnfine, 15 mL della soluzione DAGIRP-BSA
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sono stati uniti a 51k di GA (2.5%). Di questi, 10nL sono stati depositati
immediatamente sull'elettrodo e lasciati asciugare a temperatura ambiente. L'elettrodo

cosi costituito € stato poi lavato per rimuovere I'enzima in eccesso e conservato in

tampone fosfato a 4 °C fino al momento dell'utilizzo.

5.52. Procedura di calibrazione e tecnica di analisi

| campioni e le soluzioni standard di istamina sono state preparate in tampone fosfato (0.1
M, pH 7.4) contenente ferrocianuro di potassio 50 mM {®REH). Prima dell'aggiunta

del campione, 100 di PBSmed sono statidepositatisull'elettrodo e la corrente
misurata a 0.025 V(test sul bianco)La quantita di istamina presente nel campione e
stata calcolatenediante il metodo della retta di taratyrastendo davalore della corrente
ottenutodal campione cui € statgottrattoil valore debianca Tutte le prove sono state
ripetute tre volte, nelle stesse condizioni. Per la calibrazione sono state preparate delle
soluzioni standard di istamina a diverse concentrazioni (da 2n@/BiL). | campioni

sono stati quindi dliiti in PBS-Med fino a raggiungere un valore che rientrasse nel range

di calibrazione del sensore. Le curve di calibrazione sono state eseguite per ogni nuovo
elettrodo, poiche ogni minima variazione nella realizzazione del-tnd$sg poteva
influenzane la rispostgBarbosa et al., 2014)Jn campione contenente 5 ng/mL di

istamina e stato utilizzato come controllo prima di intraprendere le sessioni di analisi.

Di seguito vengono riptate le varie prove che sono state effettuate.

A) Determinazione dei batteri istaminogeni in campioni di pesce fresco
B) Estrazione dell'istamina e test di recupero

C) Challenge test e comparazione cametodica HPLC

D) Durata dell'elettrodo
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A) Determinazione dei batteri istaminogeni in campioni di pesce fresco

| campioni sono stati diluiti (1:10) in due aliquote di TSB contenenti I'1% di istidina, il
2% di NaCl e lo 0,0005% di piridossal HCI (brodo HD). Uno é stato incubato a 20 ° C
per 3 giornie utilizzato per il rilevamento dell'istamina. L'altro & stato utilizzato per la
valutazione della crescitdi batteri produttori di istamingéflora di fondo) e, a tal fine,
stato inoculatd mL e 0,1 mL di campione su quattro diversi terrefd) TSA /VRBGA;

(b) terreno SCWSeawater Complete Medium{c) TCBS; (d)IA. Le colonie rosse
cresciute sullpiastredi TSA/VRBGA sono state contate e identificate cavieeganella
psychrotoleran® M. morganiicon il metodo sviluppato dodeur et al.2015) In breve,

e stato distribuitd mL di campioresu 5 ni. di TSAe, dpo 2 ore a temperatura ambiente,
sono stataggiunti 1215 m_ di VRBGA. Lepiastre TSA/VRBGA sono stapmiincubae

a 25 °Cper2 giorni. Successivamentgpno state selezionabecolonie in modo casle
dalle piastrecon la massima diluizioa, queste, quindi, sono state utilizzate per
I'identificazione e la caratterizzazione delle specie. Le pids®€W sono state incubate

a 5 °Cper10 giorni eosservate al buio peontarde colonie luminose d?. phosphoreuimn
quindi sono state identificateamite real timé?CR (utilizzando la procedura dilacé et

al., 2013) Le colonie verdi che sono cresciute su TCBS sono state testate per rilevare la
presenza diPhotobacterium damselasubsp. damselae utilizzando la procedura
sviluppata dal'revisan et al.(2017) Le colonie nere che sono cresciute sulle piastre d
IA (25 °Cper3 giorni) indicative di batteri produttori dolfuro di idrogenoHKl>S) sono
state raccolte e identificate coifSbewanellapp. mediante colorazione di Gramex le

loro caratteristiche biochimiche (sistemi APl 20e e APl 20NE, BioMériéuancia).
Infine, i campioni non inoculati sono stati analizzati per la presenzbateri

istaminoproduttortestando il livello di istamina prodotta f@aodo diarricchimentg(20
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°C per 2 giorni). | ceppi isolati sono stati valutati anche per la p=seel gene

dell'istidina decarbossilasi

B) Estrazione dell'istamina e test di recupero

Per I'estrazioneellistamina le colturearricchite inbrodoHD sono state sterilizzate a

121 °C per 15 min, quindi centrifugate (15.000 g per 15 ndii)jte in PBSMed e
analizzate con il biosensoleefficienza di estrazione da brodocolturee dai campioni

di tonnoe statavalutata corun test di recuper. A questo scope stato utilizzatald

tonno scongelatan modo daemulare la matrice naturale del campidteno 1:10 in

brodo HD), riducendo l'interferenza di HPB vitali (soprattuiootobacteriumspp.).
Pertanto, un filetto di tonngirca 100 g) scongelato a € € stato tritato, aliquote da 2 g
sono state addiziate di istamina (0, 500, 1000, 2000, 5000 e 10000 pug/g) e
omogeneizzate in brodo HD. Sono state testate cinque repliche per ogni livello di istamina
e ogni campione € stato analizzato in tre replitliatervallo 531000 pg/nk. & stato
deciso in base ai @i di istamina sviluppati nel brodo HD da produttori di istamina
bassi, medi e forti. La concentrazione di istamina e stata calcolata in base alle curve di

calibrazione costruite per ciascun elettrodo.

C) Challenge test e comparazione cametodica HPLC

Uno degli obiettividella nostra ricercaraquello diconfrontare i risultati dé analisi
svolte colbiosensore con quelli di un metodo di riferimento ufficiale in un intervallo di
guantificazione coerente canimiti imposti dala legislazionell Regolamento (EU)
2073/2005, sui criteri microbiologici applicabili ai prodotti alimentari ha stabilitelli

di accettabilit”™ per | 06i st SoombndaeClupeidagp e s ci
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Engraulidag CoryfenidagPomatomida® Scombersocidadissando i limiti a 100 mg/kg

(m), con una tolleranza fino a 200 mg/kg (M) in non piu di due unit@pa@narie sul

totale di nove.Pertanto, e stato effettuato un challenge test utilizzalgi@ampioni
provenienti ddre lotti di tonno (23 giugno, 7 luglio e 15 luglji@pstituiti dafette di circa

100 g di tonno. Uno e stato analizzato per rilevaredagnza di HPB di fondde altre

due fette sono state inoculate con 1Q0dit una coltura mista dl. psychrotoleran®

non inoculate, coperte con una pellicola di polietilene a bassa densita e conservate a 10
°C 04 °C C per 3 eb5o 7 giormmon I'obietivo di ottenere campioni di pesce con sei
diversi livelli di istaminain un range compreso tra zero e 500 ppmrimo campione &

stab omogeneizzat (in modo asettico) in un cutter domestico. Le aliquote da 5 g sono
state pesate in un recipiente puttm etanolo, risciacquate con acqua sterile ed essiccate
in una cabina a flusso laminare. | sottocampioni sonotstatiperla determinazione
guantitativa di Morganella spp. €hotobacterium phosphoreuim =2) e per la presenza

di istaminasia con ilbiosensore (n =&he con metodicalPLC (n =6). | sottocampioni

da 5g destinati all'analisi con biosensore sono stati diluiti (1:10) con tampone fosfato. Il
metodo di preparazione per l'analisi HPLC comprendesaoljeneizzazione dei
sottocampioni da 5 g con 60Lndi acido tricloroacetico 10% p/v, 2lndi HCI 6N e 4

mL di n-eptano, centrifugazione a 4000 rpm per 15 min e derivatizzazione precolonna del
supernatante con-@alaldeide (OPA). E stato utilizzato untsisia di rilevamento della
fluorescenzal'eccitazione é stata fissata a 350 nm e I'emissione é stata letta a 450 nm
(EN 1SO 19342017). Il metodo utilizza anchg,7-diamminoeptanacome standard
interno (IS). La quantificazione dell'istamina e stata esagalcolando ciascun fattore

di risposta contro IS e utilizzando una curva di calibrazione. Il valore LOQ era 10 ug/g.
La rilevazione di altre ammine biogene non é stata presa in considerazione dal metodo

convalidato utilizzato in questo studio.
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D) Durata dell'elettrodo
La stabilitadel sensore stata valutata periodicamente misurando la rispdistatandard

di controllo (5 pg/nh) in quattro giorni diverse per un periodo di 74 giorni

5.53. Risultati

A) Determinazione dei batteriistaminogeni in campioni di pesce fresco

| batteri produttori di istamina sono stati rilevatitutti i campioni ditonno (8 lotti)
conservata <4 °C per 7 giorn{Tabella4). Il contenuto di istamina era sempre basso o
inferiore al Imite di rilevamentodel metode con un massimo di 60 pg/ylorganella
psychrotoleranse Photobacterium phosphoreursono gli HPB piu presenti P.
phosphoreung stato rilevato solo ndiletti di tonno sottovuoto. Alcune colonie Hi
phosphoreunthe hanno prodto una bassa quantita di istamina a 20(itC2 giorni),
hanno dimostrato di crescere meglio a 4 BECstata verificataa presenza del gene
dellHDC mediante PCR in tutti i ceppitilizzando i primer progettati da De Las Rivas
et al. (2006)Tuttavia, a causa di una debole amplificazione,lpppoP. damsela&
statoutilizzato unprimer progettato specificamente per questa specie da Trevisani et al.
(2017). | ceppi dM. psytirotoleranssono stati isolati in due campioni da VRBGA e

TCBS.

67



Feb 21
Mar 7
Mar 13
Apr 4
May 2
Jun 23

Jul 7
Jul 15

Histamine detected by biosensor

Culture (pg/ml)2
5,920
5,770
7,880
11,046
1,169
2,216

1.451
na

Tuna 7 days (1 g/g)°
24
18
<LOD
60
20
<LOD

na
na

Strain (pg/ml)©
8,473"
6,518"
8,506"

8,212" 368" 7,312"
88'; 332¢
412'; 250¢
17", 316%
na

Species

M. psychrotolerans

M. psychrotolerans

P.damselae

K. oxytoca H. alvei M. psychrotolerans
P. phosphoreum

P. phosphoreum

P. phosphoreum
M. psychrotolerans

PCR

id genes? HDC®
Vas +, Gal kI +
Vas +, Gal ki +
£
Vas +, Gal kI ++ +
gyrB +
gyrB +
gyrB +

Vas +, Gal kl +

2 histamine produced by sample homogenates enriched in HD broth at 20Ec, 3 days. ° histamine in tuna samples stored at < 4ECfor 7 days. ¢ histamine produced by
isolated colonies enriched in HD broth at 20EC, 2 days (rt) or 48C, 5 days (ct). 9 PCR identification test M. psychrotolerans (Podeur et al., 2015) and P. phosphoreum
(Macé et al., 2013). P.damselae, K. oxytoca and H. alvei were identified on the basis of biochemical tests (API 20e and API 20ne). © PCR test for HDC gene of Gram-
bacteria (De Las Rivas et al., 2006) or specific of P. damselae subsp. damselae: (Trevisani etal., 2017). na, not assessed; < LOD, below the limit of detection.

Tabella 4: Batteri produttori di istamina isolati da filetti di tonno dopo 7 giorni di conservazi
ghiaccio

B) Recupero di istamina da colturein brodo

Un aspettdondamentale nello sviluppo di elettrdsiPCEper il dosaggio dell'istamina e

garantire un'elevata riproducibilita e la possibilita di eseguire misurazioni acsurate

molti campionj senza una significativa perdita di sensibilita. | risultati di precesie

accuratezza del metodo basato sui biosensori sono riportatiTabiidla 5.1 massimo

grado di accuratezza € stato ottenuto con concentrazioni di istamina supér@@Da

pg/g (500 pg/mL) Nell'intervallo di concentrazione 490991 ug/g (da 50 499 pg/ni)

le differenze tra le concentrazioni di istaminaculate emisurate erano relativamente

basseljias medio da 12,69 a 6,65%)a significative.

Mominal concentration

M 15 15 15 15 15
Spiked® Mean (paig) = 5D 496.82 = 1.69 99317 = 478 1990.67 £7.33 497368 = 16.10 9930.49 = 36.31
Detected® Mean (paig) = 5D 43378 = 16.60 913.50 = 33.88 185828 = 67.79 439279 = 188.69 10085.79 = 385.65
Precision Within-run R5D 9.95% 597% 4.85% 7.08% 7.26%
Between-run RSD 9.93% 4.68% 6.00% 9.98% 9.91%
Accuracy Mean Bias —12.69% —8.02% —6.65% —1.62% 1.63%
RMSE 8.82% 4.40% 5.63% 1. 11% 10.20%
Significance t-test «<0.0001 0.00873 0.0116 0.393 0.402

3 amount spiked in 2-g tuna samples that were homogenized in HD broth; ® values calculated according to the dilution factors.

Tabella 5: Precisione e accuratezza del metodo basato sul biosensdeedaterminazione quartttiva

dell'istamina in colture arricchite in brodo

68



Le curve di calibrazione dei d&PCEutilizzati per le prove di recupemmostravano
valori di pendenza e intercetta molto vicird & coefficienti di determinazione Fr
indicavano che le previsioni diegressione si adattavano perfettamente ai dati.
ripetibilita nella risposta amperometrica & stata verificata ad ogni ciclo utilizzando
standard di controlldi 5 pg/mL. Le misurazionrientravano nel range d20% del valore
reale, con RDS inferiore al 12%. Tutte le misurazioni necessarie per valutare il recupero
dalle colturein brodo (n =225) e per le curve di calibrazione (n = 8) sono state effettuate
consolodue elettrodi enzimatici, senatcunaperdita d sensibilita. La sensibilita degli
elettrodi bienzimaticrisultavamigliore nell'intervallo1,3% 1,59 pA/mM (11,8114,31
nA/ug/mL) con un intervallo lineare da 2 a 20 pg/mun limite di rilevabilita (LOD) di

0,11 pg/m.. Il LOD in realta &€ uguale &, perché i campionérano statdiluiti (1:10). Il

LOD calcolato secondo i criteri 3 sb/im cui il limite di rivelabilita e fissato ad una
distanza dal valore medio del bianco pari a 3 dbv¢Sb corrispond alsegnale medio

del bianco)er i due elettracera 1,31 e 1,59 pg/m

C) Challenge test e comparazione caometodica HPLC
Nella preparazione dei campioni per lo studio comparaw stategpreparate delle
aliquoteconservate a 10 °C 0 4 °C peib3 7 giorni con l'obiettivo di ottenere campioni

di pesce con sei diversi livelli di istamina, in un range compreso tra zero e 500 ppm.
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Tabella 6Livelli di istamina (£g) e numero dM. psychrotolerans P. phosphoreurfmedia + DS) rilevati in campioni
di tonno inoculati e non inoculati diversi giorni di conservazione.

Inoculum log CFU/g Storage’C, days Lot Histamine (pg/g) Count (log CFU/g)
HPLC Biosensor M. psychrotolerans P. phosphoreum

Non-inoculated <4°C, 3 days Jun 23 <LOD <LOD ND NL-NC

10°C, 3 days Jul 15 66 =5 63x2 3.99 =0.10 4.74 =0.18

<4°C, 7 days Jul 15 107 + 23 119+ 15 2.00 +0.08 ND

10°C, 5 days Jul 7 1166 95+ 4 ND 5.05 £0.12
3426 10°C, 3 days Jun 23 138 =2 1389 5.72=0.21 5.10 =0.19
3426 10°C, 7 days Jun 23 432 + 46 395 £ 49 7.72 +0.02 TNTC
4436 10°C, 7 days Jun 23 517 + 32° 753 + 520 7.69+0.08 TNTC

Histamine values with different superscript in the same raw are significantly different; TNTC, too numerous to count at the
dilution 10" 3, confluent growth tested positive for gyrB gene of P. phosphoreum by PCR. NL-NC, non-luminescent colonies
too numerous to count at the dilution 107 3: ND, not detected at the dilution 107 1.

La tabella 6riporta i conteggi diM. psychrotoleran® P. phosphoreumrmei campioni
inoculati e nei controllnon inoculatied i livelli di istamina misurati in questi campioni
utilizzando la metodicaHPLC ed il biosensce. | due metodi hanno fornito risultati
analitici simili nell'intervallo di concentrazioné 432 pg/g. A concentrazioni piu elevate
il metodo basato sul biosenstemdeva aovrastimee la concentrazione di istamina nei

campioni.

La Figura6 mostra un grafico| s
B oas0
a dispersione dei livelli di|Z s
o
N N g 350
Istamina misurati con % 300 .
.. . I50 - ion ki
entrambi i metodiHPLC e |Z rpreson e
E :{“} ........ IWHLI
T e upper C1
biosensae, nell'intervallo di 5 . - PAB regressica
A
concentrazione 7998 ug/g. |£ @
0 +
" : 0 100 200 300 400 S00
Il coefficiente di ira s R
correlazione tra i due metodi~'9u2 6

e r=0,990 (intervallo di confidenza al 95%, Cl = 0,08@95, P <0,001) e I'equazione di

regressione e y = 8,85 (da 1,70 a 19;40)89 (da 0,84 a 0,94) x
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Per quanto riguarda le prove microbiologicher&eso ched flora di fondo naturale dei
campioniha contribuito a produrre istamin&utti i filetti di tonno pinna gialla freschi
utilizzati nelle prove comparativenon inoculatsono stattrovati, infatti, contaminati da
P. phosphoreuno M. psychrotterans Le analisi hanno rivelatoin particolare,la
presenza dP. phosphoreunfceppi luminescenti) nei lotti 7 luglio e 15 luglio e Mi
psychrotoleransel lotto 15 luglio I campioni non inoculati & lotti 7 e 15luglio
presenstavanooncentrazioni di istamina equivalenti al limitdeggedi 100 mg/kg dopo
la conservazione rispettivamente a 10 °C per 5 giorni e get(7 giorni. | campioni
inoculati che sono stati conservati a 10 °C haraggiuntoconcentraziondi istamina

superori al limite legale in 3 giorni e livelli superiori a 400 mg/kg in 1 settimana.

D) Durata dell'elettrodo

Il biosensore utilizzato per questo tesvalidazioneha una durata di cirdamesetempo

nel qualenon ha mostrato una significativa perdita di sensibilita. La sua stabilita & stata
valutata periodicamente durante questo periodo misurando la rigllosttandard di
controllo (5 pg/nk) in quattro giorni diverse per un periodo di 74 giornAl termine

delle analisil segnalesradiminuito solo del 10,8% (da 25,34 a 22,61 pA, RSD = 7,89%)
ci0 dimostra che il sensore possiegi@eccellente stabilitall rinnovo dell'elettrodo

enzimaticarisulta necessario in casodistacco della membra@A-BSA.
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5.6. Sviluppo di un immunosensore per la ricerca rapida di.coli 026 nel latte

crudo (I1)

Un altro ambito su cui si & concentrato il nostro gruppo di ricerca riguarda lo sviluppo di
metodi di rilevazione di tipo elettrochimico che prevedano l'utilizzo dcargi di cattura
(capture antibodye anticorpi marcatidetection antibodyper la determinazione rapida

di microrganismi patogeni in matrici alimentari. Gli immunosensori, gia definiti in
precedenza, possono presentare diverse configurazioni a secaodaednteragiscono

gli anticorpi e gli antigeni con l'elettrodo. A questo tipo di sensori &, infatti, possibile
accoppiare diversi tipi di nanmateriali, che permettono di facilitare lo scambio di
elettroni e aumentare la resa del metodo. Nel nostraostistbiamo deciso di sfruttare le
particolarita delle MBs al fine di ottenere dei campioni per le analisi elettrochimiche che
potessero poi anche essere testati con metodi colturali. In questo caso, la struttura delle
MBs, a cui erano legati gli anticorgli cattura antE.coli 026, ci ha permesso di
concentrare i campioni e, allo stesso tempo, di testarli con diverse metodiche

(elettrochimiche e colturali).

5.61. Preparazione dei campioni

Una sospensione &. coliO26 ¢ stata arricchita a 37 °C in BPW per una notte e diluita
con lo stesso mezzo per raggiungere una densita di cellule microbiche che rientrasse tra
lo 0.20 e 0.4@i trasmittanzaOD 540 nm.Sono state quah preparate diluizioni seriali

in BPW, seminte anchesu TSAper la successiva conta batterica sospensione d.

coli diluita e sata mantenuta a €°per 24 ore per simukate condizioni di crescita nella
cisternadel lattedopo la raccoltee riportato in letteraturanfatti, cherapidi cambiamenti

di temperatura possono influenzare la durata della fase di latdedafont and Ross,

2003)e modifcare la crescita dt. coli durante I'arricchimato. Il giorno dell'analisi 1
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mL di sospensione contenente circa 1>@BU/mL é stato diluito in 9 mdi latte crudo
(1:10) e da quella diluizione sono state prelevate aliquote @.1 mL. Le aliquote sm

state messe in una sacca per stomacher contenenti 28 enR4di latte crudo,
rispettivamente. E stato cosi raggiunto un livello di contaminazione di circa 10 e 1 CFU
in 25 mL di latte Sono stati preparati anche campioni non inoculati come controllo
negativo in latte e campioni BPW di controllo positivo (circa 10 CFU). | campioni di
latte inoculato @i controlli sono stati arricchiti in BPW (25 mt 225 mL BPW) per 6

ore a 37 °CDopo 6 ore, aliquote da 1 mL sono state prelevate dagli arricchimenti
utilizzate per l'analisi con I'immunosensore e la parte rimanente e stata lasciata a 37 °C
per 24 ore e testata mediante FPIGR. Per i campiordon una bassa densita di celléle
stata utilizzata una distribuzione binomiale per stimare il numeroutiatispositivi tra

le repliche.Con una densita cellulare medeorica di 9 o 0,9 CFU in 25 mL dve
replicati, la probabilita che alcune provettsseropositive erapari rispettivamente a
0,99988 e 0,59343. Pertanto, sono stati analizzati con il test EktéiEnentel su tre
campioni inoculati con l'inoculo piu al{@0 CFU in 25 mL di latfeetutti i campioni con

il livello di inoculo inferiore { CFU in 25 mL di&ttg. Le aliqguote da 1 mlprelevate a

6 h sono state processate come raccoman@afaratocollo Dynabeads® EPEC/VTEC
026 utilizzando un BeadRetrieder ( Ther moFi sher Sci,econt i fic,
alcune modifiche. Il periodo di incubaziogestato portat a 30 min a temperatura
ambiente(invece di 10 mil per catturare un numemaggiore di batteri,enoltre, é

stata introdotta una fase aggiuntiva dopo le fdamMiggio. LaBSA (1%) e stata utilizzata
come blocking buffeper ridurre il legame non spifico degli anticorpalle MBs,che &

stato osservato anche nei controlli negativi (dati non riportatihclibazione dei
complessi MB<E. coliO26con il blocking bufferé stata effettuata per 1 h con leggera

agitazione, quindi e statagigntalasola i o n e D Akht) e lagciata perg30 min
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consentendo la formazioneaimplessantigeneanticorpa Gli immunocomplessViBs-

E. coliO26-:DAHrp sono stati lavati tre volte con PBS Tween® esro s p e s i i n 10C

PBSKCI 0.1 M. Dopo questi passaggi,coniugati( 1 O senb }tati catturati sulla
superficie dell'elettrodo di lavoro utilizzando un magrpsto al disottod e | | 6 SP CE,

cuisono stati ag gpenfarpartire k& eazore erdimatidaM B

5.62. Parametri e tecnica di analisi

Le misurazioni amperometriche sono state effettappdicando urpotenzialedi lavoro

(E) di - 0,10 V per 20Gecondi (s)Sonostati analizzati tutti i campioni con un livello di
inoculo dil CFU in 25 mL di latte solament@nosu tredei campioniinoculati con10

CFU. | campioni preparati secondo la procedura precedentemente descritta sono stati,
quindi, depositati sullasuperic i e del | 6el ettrodo con wuna
stato posizionato un magnete al fine di immobilizzare le MBs e facilitare lo scambio di
elettroni. Il TMB e stato aggiunto dopo 5 s ed immediatamente € stata fatta partire la
lettura. Il procedere e | | 6anal i si =~ stato seguito su
DropView 8400L e stesse colture utilizzate per il test ELIME sono state analizzate anche
a 24 h mediante RIPCR, seguendo il metodo standard ISO/TS 13136:2012. A questo
scopo il DNA fatterico e stato estratto utilizzando Chelex 1@@&ilshet al, 2013)da
aliquote da 1 mL delle colture arricchite e la ®PICR & stata eseguita in un termociclatore
MiniOpticon® (Bio-Rad, USA) utilizzando un preeagente (IQ Supermix, Bigad

USA) e 40 cicli di amplificazione a 90 °C per 10 s e 63 °C per 45 s, con undifase
denaturazione preliminare a 93 °C per 180 s. Gli standard di calibrazione sono stati
preparati con diluizioni di colture @. coliO26 contenenti-b log CFU/mL. Le colture
positive per il gene wzx 026 alla PCR sono state analizzate con metodilcediathivi

per confermare | a presenza di batteri vi
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positivi sono stati inoculati su piastre di TSA e TBX e incubati per una notte a 37 °C. In
seguito, cinque colonie con morfologia riferibil&acdi ed un aspetto caratteristico, in
base al tipo di terreno utilizzato, sono state valutate per il sierogruppo 026 mediante test
di sieroagglutinazione con il kit Dryspot E. coli Serocheck (Oxoid, UK). La stessa
procedura € stata utilizzata per i campjowsitivi al test ELIMEtestando inquecolonie

dalle piastreinou |l at e con 5 0MBsE. cai®©26). llenodalio di ersssita
perE. colinel brodo stima un incremento di circé87log CFU/mL per 24 ore a 37 °C
(ComBase Team, 2013kale parametro & stato considerato per determinampitdi
incubazione. E importante sottolineare anche cheentementele prestazioni del
metodo ISO/TS 13136 sono state valutate dal Laboratorio di riferimento dell'UE per
coli nell'ambito del programma di prove valutative EURLEC (2009 2017) (EU
Reference Laboratory for E. coli, 2018)'isolamento diE. coli O26 dalle matrici
alimentar analizzatenelle prove interlaboratorimon & stato ottenutodaun livello

inferiore a 40 CFU.

76



5.63. Risultati

e 0(fj p1 e 0l p2 e COli p3

altezza segnale, pA
o
1

Log Concentrazione e. coli

Figura 7: Segnale derivante dall'analisi di 1%1R 1@, 1x 16, 1x10@, 1 x 16, 1x 16 CFU/mL dE.coliO26.

INPBSKCI pH 7,&=-0,1 V s 200

Il sensore MBs/E.coliO26/DAHRP (figura 7) € in grado dirilevare diverse
concentrazioni dE. coli O26 in BPW Le tre ripetizioni hanno mostrato un andamento

simile. Il LOD ¢ pari a 1 x 10CFU/mL.
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| valori della corrente registrati con il test ELIME dopo 6 ore di arricchimehitasultati

del test RTHPCR sono riportati nell@abella 7.

Witk Inoculum in -~ ELIME =ignal (pA) ELIME RTi-PCE (Ct vahie) RTi-PCR
batches 25 mL of (mean = sd) positivity®  (mean = sd) positivity®
milk (CF1T)

Dilution  Dilution Dilution 1*  Dilution

1 0.1x (n=3) 01%(n=13)

(n=1) n=3)
Feb26 1450 530 218041 1/1;33 2445008 2831207 3/3;373
Mar7 14.50 232 105000 1/71:343 2328030 2531247 3/3;373
Marl4 1880 182 083£005 1/1:143 2368272 3200£575  3/3;273
Mar27  9.00 3.17 100002  1/71:33 1919366 36.99+1463 3/3;33
Tul4 0 60 3.99 100023 171343 2315046 28003355  3/3;33
2 Cut-off values equal to 0.86 pA

b Cut-off value equal to 38.70 Ct

Tabella 7Risultati delle prove diemsibilitae confrontotra ELIME e redlme PCR

Il sensore ELIME ha mostrato una buona sensibilita nel riletareoli 026 alla

concentrazione di 1 CFU in 25 mL di latte dopo 6 ore di arricchimento. | valori della

corrente registrati con il test ELIME dipendono dal numero di batteri tprgsenti

nel | 6ar r aldenhine ell'mt¢ulbazione (ovvero dopo 6 h dallirogulLe

differenze di concentrazione al termine dell'arricchimento possssere maggiodelle

differenzepresentnel livello di inoculoiniziale utilizzato (che va da 9.00 a 180 CFU)

cio é giustificato dahumero di batteri competitivi presenti nella flora di fonéer il test

ELIME, il valore di cutoff e stato calcolato come il valore medio dei campioni negativi

(campioni non inoculati ehe nonhanno mostrat amplificazione) piu tre volte la loro

deviazbne standard. Come evidenziato nellabella 7,tutti i campioni inoculati

presentavano valosuperiori al livello di cuoff selezionato per il test ELIMEeccetto

due (di cuuno era anche al di sotto del livello di-ait del test RTiPCR). Il rilevamento

di isolati diE. coliO26 nelle colture di 24 oseminate su piastiea confermato i risultati



della RTtPCRnei campioni inoculati coni488 CFU in 25 mL, ma non in quelli con
una densita inferiore (1:10). Tuttavidsdlamento effettuattestando cinqueolonie
dalle piastre inou | at e con 50 MBSE. cdli€O26 recoperatil del fatei
arricchitg non esclude completamente la loro presenza che puo sts@reascherta

dai numerosigolati diE. coliossevati nelle piastre di agar TBX.cut-off per il test RT4
PCR e statocalcolato come il valoreli Ct corrisponénte alla media degli starsuid
quantitativi contenenti 1 ¥0? CFU/mL, piul tre volte la deviazione standatiquel valore

(Ct 38,70). La varihilita tra i replicati puo essere influenzata dalla concentrazione di
inibitori della PCR e dll'efficienza di cattura dell&Bs per diverse densita cellulari
presentitra i singoli campioni(Fakruddinet al, 2017) La RTi-PCR ha confermato

| 6 as s E.rati@26maicampioni di latte non inoculato
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5.7.  Sviluppo di biosensori per antibiotici

Oltre alla determinazione di amine biogene e microrganismi patogeni negli alimenti, uno
dei settori di interesse del nostro gruppo di ricerca riguarda lo sviluppo di biosensori per
i residui di farmaci veterinari. A tal fine é stata condotta una valutazieta presenza

di sostanzehimichein carni suine, basatai rilievi ispettivi esuiriscontri di positivita
derivanti dai piani di campionamento ufficiali. | risultati di questa analisi hanno lo scopo
di guidare la messa a punto di metodi di screening di tipo elettrochimico da parte del
Laboratorio di Sicurezza Alimentaf@ipartimento di Scienze Mediche Veterinarie

dell'Universita di Bologna.

5.7.1. Analisi preliminare

Nel progettare nuovi biosensori e stato tenuto conto di un'analisi preliminare basata sui
rilievi ispettivi svolti presso un grande macello industriale di soella Provncia di
Modenae sulle positivita che con maggior frequenza sono state rilevate nell'ambito del
Piano Nazionale Residui dell'ultimo triennio in Emilia Romagna (periodo-2019)

Un aspetto importante del controllo degli alimenti riguaidéatti, la valutazione e la
predisposizione di attivita di campionamento atte ad individuare, con il minor margine di
errore, le partitehe con una maggior probabilgano esposte ad un utilizzo del farmaco
veterinario in allevamentq quindi, allapresenza diesidui e contaminantiell'alimento

Nel caso dei residui di farmaci veterinari, la valutazione deve essere specifica per ogni
categoria di animali che entra a far parte della catena alimentare e basarsi sui dati relativi
alle patologie prevalenti in allamento, al management aziendale, alla predisposizione
genetica e alle condizioni ambientali esterne (clima, umidita, alimentazione, ecc.) che
influenzano la risposta adattativa degli animali e |li predispongono all'utilizzo di
trattamenti farmacologidiTrevisani et al., 2019Per un'opportuna scelta del campione
(Allegato 1, Tabella con i criteri di campionamento mirato), andrebbe compiuta un'analisi
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quanto piu dettagliata possibile dei fattori causali, andandestare con maggior
frequenzale molecole che sono di piu largo uso per le patologie prevalenti negli
allevamenti o che sono state gia oggetto di riscontri di posi(8&adro et al., 2019)

Uno scambio di dati fra veterinario aziendale e veterinario ufficiale consente di attuare
dei piani mirati, atti ad evitalengresso nell'alimentazione umana di partite contaminate.

| dati relativi alle condizioni dell'allevamento, infatti, sono fondamentali al fine di
ottenere un quadro completo della situazione sanitaria delle partite inviate al macello. Le
cosiddette ICAInformazioni sulla Catena Alimentare), cosi come definite nel Reg. (CE)

n. 853/04. all.ll sez. ljlriportano diverse informazioni, quali a) Kiatussanitario

del | 6azi enda d statupsamtari@ del terntaria regonale per quanto
riguardagli animali; b) le condizioni di salute degli animali; c) i medicinali veterinari
sommi ni strat.i e gl i al tri trattament.i cui
determinato periodo e con un tempo di sospensione superiore a zero giornipyceee p

date delle somministrazioni e dei trattamenti e i tempi di sospensione; d) la presenza di
malattie che potrebbero incidere sulla sicurezza delle carni; €) i risultati, se pertinenti ai
fini della tutela della salute pubblica, di tutte le analisetifiate su campioni prelevati

dagli animali o su altri campioni prelevati al fine di diagnosticare malattie che potrebbero
incidere sulla sicurezza delle carni, compresi i campioni prelevati nel quadro del
monitoraggio e controllo delle zoonosi e dei ragif) le pertinenti relazioni relative alle
ispezioniantee postmortemsugli animali della stessa azienda di provenienza, comprese,

in particolare, le relazioni del veterinario ufficiale; g) i dati relativi alla produzione,
guando cio potrebbe indicatea pr esenza di una mal atti a;
veterinario privato c¢che assiste di nor ma
metodiche analitiche innovative e a basso costo, insieme ad un'attenta e strutturata

valutazione del rischio, conginebbe di rispondere in maniera ancora piu efficace alla
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richiesta dei consumatori di prodotti sicuri e di qualita. Inoltre, monitorare la presenza di
residui negli allevamenti che manifestano criticita legate a malattie infettive endemiche
risulta utile al fine di intervenire in modo mirato sul rischahimico e supportare |
veterinari ispettori nell'attuazione dei piani di monitoragjsistema Classyfarnvoluto

e finanziato dal Ministero della Salute e realizzato dall'lstitdimoprofilattico
Sperimentale della Lombardia e dell'Emilia Romagna in collaborazione con I'Universita
di Parmarisponde a queste necessita e consente di categorizzare gli allevamenti secondo
degli indicatori numerici scientificamente validati. L'obiettioClassyfarm e quello di
elaborare i dati provenienti dagni allevamento censitoella Banca Dati Nazionale
(BDN), esclusi quelli per autoconsumo o familiarglcolando urvalore che indica il
l'ivell o di ri schi ounaddellebré& sgittdpeste aamaleitaziome p er
(biosicurezza, benessere animale, parametri sanitari e produttivi, alimentazione animale,
consumo di farmaci antimicrobici e lesioni rilevate al macellolftavia, ad eccezione
dell'area inerente il benesse animale, questo sistenaé stato ancora del tutto
implementato e non abbiamo avuto la possibilita di ottenererigatirdantiil nostro

settore di interess@er definire le classi di molecole su cui orientare le nostre analisi ci

siamo basati, quindi, sui risultati dei campamenti ufficiali.
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Risultati dei campionamenti ufficiali

Dall'analisi dei riscontri di positivita dei test ufficiali realizzati con metodica LC MS/MS
presso il Reparto Chimico degli Alimenti di Bologna dell'lstituto Zooprofilattico
Sperimentale della Lombardia e dellEmilia Romagna & emerso che la diasse
antimicrobicimaggiormente rappresentata € quella dei Sulfamidici (80%), seguita dalle
Tetracicline (20%) nel muscolo di suino (figura 8), e dai Chinolonici nel muscolo bovino
(dati non pubblicati). Nei campioni con residui al di sotto del'LMR, la classe prevalente

e quella delle Tetracicline (49 %), seguita dai Sulfamidici (48%) e, in bassa percentuale,
dai Fluorochinoloni (3%) (figura 9). Quello che emerge é che le molecalacdrdte nel
contesto del PNR (nonostante le positivita per anno siano prossime allo 0,1%),
corrispondono in larga parte ai farmaci di elezione per le patologie che prevalentemente

si riscontrano nella specie suina.
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Positivita > LMR riscontrate in campioni PNR di
muscolo suino (periodo 2012019}

H Tetracicline m Sulfamidici

Figura 8: Residui di farmaci vatari rilevati in n.5 campioni di muscolo suirfoPer la classe dei
sulfamidici il principio attivo rilevato € la sulfadimetossina (su un totale di 4 campioni positivi, 2 nel 2017
e 2 nel 2019), mentre per le tetracicline e stata rintracciata ossitetiinai col suo epimero
epiossitetraciclina (1 campione nel 2017).

Positivita < LMR riscontrate in campioni PNR di
muscolo suino (periodo 2032019y

Tetracicline 33
Sulfamidici 32
Fluorochinoloni 2
Totale 67

H Tetracicline m Sulfamidici m Fluorochinoloni

Figura 9: Residui di farmaci veterinari rilevati in n. 67 campioni di muscolo suino ad un dosaggio inferiore
al LMR e di cui 52 inferiori anche al LOQ del metodo di afi&tisi.la classdei sulfamidici i principi attivi
rilevati sono sulfadimetossina, sulfadiazina, sulfametazina; doxiciclina, ossitetraciclina/epiossitetraciclina
e clortetraciclina/epiclortetraciclina per le tetracicline e marbofloxacin per i fluorochinolon
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Valutazione delluso del farmaco sulla base delleekioni rilevate in sede di

macellazione e patologie associate

Dadl'analisi deidati relativi alle cause di esclusione delle carcasse di suino dal consumo
umano e emerso che gli ascessi multipli a varia localizzazone tra le patologie

prevalentemente osservate in catena di macellazione, seguiti da peritoniti e forme itteriche

(tabella 8).
RILIEVI ISPETTIVI APRILE NOVEMBRE DICEMBRE TOT.
ascessi mult. 14 32 33 79
peritonite 4 25 23 52
pleuroperit. 2 2 6 10
odore sess. 1 4 2 7
ittero 1 9 8 18
enterite 1 1 0 2
incidente 1 8 6 15
TOT. macellati 63341 71068 65326 !

Tabella 8Risultati dell'attivita realizzata presso le strutture del servizio veterinario del'Emilia Romagna
patologieprevalenti rilevate in sede di macellazione causa di esclusione dal consumo umano

| dati provengono da un macello industriale della Provincia di Modena e si riferiscono al 2018. |
Veterinari ispettori dello stesso macello riportano che, sulla base detieekperienza, le cause
maggiori di esclusione sono proprio gli ascessi multipli e le peritoniti. Va considerato perd che
gli allevamenti che conferiscono a questo macello provengono da un sistema di filiera, i dati non
rispecchiano quindi la situazionerstaria generale degli altri allevamenti presenti sul territorio.

Gli ascessi a varia localizzazione, riscontrati in suini provenienti da diversi conferenti,
sono dovuti probabilmente a problemi di benessere animale in allevarbaiitentrata

in vigore delladirettiva 2008/120/CE, recepita nel nostro Paese con il D.lgs 122/2011,
non é piu possibile procedere alla caudectomia di routine, ma e invece necessario attuare
tutte quelle strategie volte a garantire il benessere animéte della prevenzione del

taglio della coda. Tuttavia, in condizioni di stress in questo tipo di allevamenti possono

insorgere problemi di morsicatura, fino ad arrivare a prevalenze di poco inferiori al 30%

86



di animali con ferite gravi caratterizzate dagae e croste, evidenti infezioni, perdita di
ingenti quantita di tessuto e conseguente riduzione in lunghezza del(&cotia, 2018)
Nonostante quesproblemi si presentino maggiormente nella fase dello svezzamento,
con un aumento dei costi legati al trattamento antibiotico inevitabilmente associato alla
presenza delle lesioni, le perdite piu evidenti si presentano nelle fasi di magronaggio ed
ingrassq(la mortalitd media puo raggiungere il +2,5%). Gli animali, anche a distanza di
settimane dall 6evento di morsicatura acuto
ascendenti lungo la colonna vertebrale (deambulazione compromessa, da parzaale fino
totale). Ulteriori perdite derivano dal mancato trasporto di questi animali verso il macello,
come anche da animali macellati clinicamente sani che mostrarono ascessi lungo la
colonna vertebrale tali da richiedere l'esclusione dal consumo umano datarsfidi
importanti parti della carcassa. Questo tipo di rilievo ispettivo, tuttavia, essendo associato
a trattamenti svolti in larga parte in fase di svezzamento, pud non essere direttamente
associato al rischio di residui antibiotici nelle carni. Taledizione va, pertanto, valutata

caso per caso, verificando se vi sono altri indizi relativi a possibili trattamenti recenti
(registro dei trattamenti, segni di iniezioni, presenza di altre patologie acute). La peritonite
e un'altra causa di rifilatura E@ale della carcassa e in alcuni casi del suo sequestro. Una
delle cause puo essere imputata alla Malattia di Glastsnfophilus parasujsche
determina la presenza di peritonite fibrinosa. Quadri anatomopatologici simili si
osservano in casi di infezione &aeptococcus suiQuando loStreptococcus suis il
responsabile del processo si puo rilevare maggior coinvolgimento peritonéateep et t o
della fibrina appare piu opaco o piu purulento che nella malattia di G{@ss&s Heras

and de Jalon Ciércoles, 2002)a presenza di polisierosite, associata a peritonite e
condizione indicativa di polisierosite infettiva, che pud essere attribuita a gravi infezioni

sostenute dActinobacillus pleuropneumoniaeda altri agenti primari di pigierosite,
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oppure essere secondaria a infezioni al

F

pericardite e perit on(lexera@hal., 20k6)Pal hnomantoq u e St ¢

che Mycoplasma hyorhinise Haemophilus parasuithanno molta affinita per le
articolazioni, si conclude che questi agenti non sono la causa principale del complesso
polisierosite. Soggetti con questo tipo di lestwanno in genere avuto una sintomatologia
clinica ed & quindi probabile che siano stati trattati con farmaci antibiotici. | farmaci di
prima scelta per il tipo di patologie riscontrate fanno riferimento a diverse molecole e
classi di antibiotici, tra cui le cefalosporine di | e Il generazione,
florfenicolo/tiamfenicolo, tetraciclina e associazione sulfonamidi/trimetroprim. | farmaci

di seconda scelta sono, invece, ampicillina, amoxicillina, associazione amoxicillina/acido
clavulanico e penicillina. | farmacdi terza scelta appartengono alle classi delle
cefalosporine di lll e IV generazione, fluorochinoloni e macr¢bdegoli et al., 2018)

La presenza di una carcassa itt@yinvece, puo essere segno di infezione da Leptospirosi,
Circovirosi suina o Ascaridiosi. L'ittero & causato dall'accumulo di bilirubina, pigmenti
biliari ed emoglobina nel sangue, con una localizzazione prevalente nei tessuti cutanei o
sottocutanei, stema digerente, sistema linfatico, fegato e milza. Il riscontro di lesioni
macroscopiche in fegato e milza, per esempio, possono essere segno di un'infezione
sistemica dovuta alla leptopirosi.controllo/prevenzione di questa patologia si basa
sull'utilizzo di mangimi medicati con tetracicline, ossitetraciclina o clortetraciclina
(Nassuato et al., 2006Alla luce di quanto sopra,ep una migliore analisi andrebbero
svolti dei campioni specifici sugli allevamenti oggetto dei rilievi ispettivi, che notraie

pero nello scopo delostro studioSulla base di queste informazioni il nostro interesse
erg invece, quello di sviluppare un biosensore per un utilizesitein grado di rilevare

una o piu molecoldi piu largo usdra quelle qui individuateAvere a disposizione uno

strumento di screening rapi@oa basso costvrebbemportanti ricadute sulla capacita
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di analisi (numero dei campioni) e, in generale, sull'attivita di controllo degli alimenti per
la Sanita Pubblica Un biosensore peta ricerca di sulfamidici (sulfamerazina,
sulfametazina, sulfadiazina, sulfacloropiridazina, sulfacetamide e sulfatiazolo) e uno per
le tetracicline (tetraciclina cloridrato, ossitetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina) sono
statigia sviluppati da Conzuelo (Conzuelo 2012a; Conzuelo 2012b); un immunosensore
per cloramfenicolo é stato sviluppato daMdghazy (2018) e, infine, un immunosensore
per la ricerca simultanea di piu antibiotici (cefalosporine, sulfamidici e tetracicktepe
sviluppato da Conzuelo nel 2014, con buone performance e ridotti tempi di analisi.
Tuttavia, questi studi sono stati fatti in latte ed &€ quindi da valutare se I'applicazione su

altre matrici influenzi o meno la risposta amperometrica.
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6. DISCUSSIONE

| sensori elettrochimici sviluppati in questo studio ci hanno permesso di identificare con

successo la presenza di istamina @. €oliO26 (1) sia in brodo che in matrici reali.

Per il sensore enzimatico e stato possibile inoltre determinare la Be&ndiprecisione

e l'accuratezza del metodo con buoni risultati. In entrambi i casi sono state effettuate delle
prove comparative con i metodi ufficiali di riferimento, che hanno dimostrato come i
sensori siano in grado di dare risposte affidabili itagso di tempo inferiore e con minori

costi.

Uno dei limiti del nostro studio riguarda perd la determinazione e I'eliminazione di
possibilicomposti interferenti, cioe sostanze che producono una risposta amperometrica
e che possono influenzare le misuoaz dei sensori. Per il sensore (l) questi includono

le altre amine biogene che possono essere prodotte a seguito di contaminazione microbica
e condizioni di conservazione inadeguate del p@igeet al.,2016; Rosset al, 2002;
Viscianoet al.,2014) Nonostante i metodi enzimatici siageneralmente specifici, la
cadaverina, la tiramina e la putrescina possono interferire con i biosensori dell'istamina
basati sull'attivita della DA@QLangeandWittmann, 2002) Le differenze osservate nel
nostro studio (I) tra i risultati del’'HPLC e il metodo basato sul biosensore per quanto
riguarda ilcampione conservato a 10 p€r 7 giorni, ad esempio, potrebbe essere dovuto
alla presenza di altre amine biogene. Tuttagiggste sviluppanim pescimal conservafi
mentre lo screening rapido & da utilizzare per lotti di pesce fresco allo sbarco o in fase di
lavorazione del pramtto fresco.Recentemente un biosensore enzimatico commerciale
per il rilevamento dell'istamina nel pesce e nei prodotti della pesca (B&ffsBiolan,
Zamudio, Spagna) e stato validato ed ha ottenuto la certificazione ASa#lleres et al.,

2016)
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La presenza di cellule batteriche che non vengono rimosse dalle fasi di lavaggrio b
della flora di fondo che reagiscono in modo crociato con gli anticorpi di cattura che
rivestono le MBs possono influenzare, invece, la sensibilita e la specificita del test
ELIME. Il produttore di Dynabeads® afiPEC/VTEC 026 riferisce che le MBs
possono reagire in modo crociato in misura limitata con altri batteri che hanno epitopi
antigenici simili, comeEscherichia hermanniiSalmonellaO gruppo N e Proteus spp.
Altri studi riportano che gli anticorpi ark.coli O26 possono croggagire cork. coli

che possiedono gli antigeni 4, 13, 25, 32, 100 e 102 sendomonas aerugino§sl 2
(RiveraBetancourtand Keen, 2000) In questo studio, I'uso della BSA come agente
bloccante ha dimostrato di ridurre efficacemente il legame non specifiicadécorpi

di rilevamento e la presenza simultanea di ceppi. dolinon O26 nel latte crudo e non

ha interferito con i risultati del test ELIME. Cio & dimostrato anche in studi precedenti

(Volpe et al., 2016)

Inoltre, un vantaggio dei biosensori ELIME e che le aliquote dei complessiBViBali

026 possono essere utilizzate direttamente per confermare i risultati meshkrtento

e caratterizzazione degli isolati. Cio e particolarmente importante per i patogeni di origine
alimentare come gli EHEC, la cui patogenicita pud essere confermata solo dopo la
dimostrazione della presenza di diversi tratti di virulenza nellssteslato (Bugarel et

al. 2011). Un altro vantaggio dei biosensori ELIME é I'utilizzo di SPCE nudi, in cui cioé
non € necessaria alcuna modifica, rendendo il saggio facilmente riproducibile in altri

laboratori.

Per quanto riguarda il confronto con le odithe convenzionali € necessario considerare
diversi parametri (numero di campioni analizzabili, costi, tempi, complessita delle
procedure, LOD). | biosensori | e Il hanno dimostrato la capacita di analizzare un buon

numero di campioni, mantenendo un éikello di sensibilita. Nel caso di elettrodi di tipo

93



multi-channel & possibile anche un'analisi simultanea dei campioni. Rispetto ad un test
ELISA i biosensori sono meno costosi, richiedono una minor preparazione del campione
e la risposta € piu rapidda cromatografia associata alla spettrometria permette di
identificare e quantificare l'analita ed e utilizzata come metodo di conferma per la
determinazione di residui antibioticfChaferPericas et al, 2010) Tuttavia la

preparazione dei campioni richiede una procedura lunga e complessa, che va eseguita da

personale esperto ed i costi sono notevoli

METODO

VANTAGGI

SVANTAGGI

Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay

(ELISA)

- Alta sensibilita e specificitg
- Analisi di pit canpioni
contemporaneamente in un
breve periodo di tempo, cor
conseguenti caratteristiche
praticita e convenienza in
termini di test su larga scalg
- Screening di un gran
numero di campioni

- Richiede tempo a causa
del pretrattamento e della
pulizia dé campione

- Non é pratica per il
rilevamento rapido

- Costosa

- Il rilevamento non € in
tempo reale

Liquid Chromatography -

Mass Spectrometry (LG

- Altamente sensibile e in
grado di gestire miscele
complesse

- Richiede tempo a causa d
pretrattamento e della pulizi
del campione

- Non pratico per il

MS) rilevamento rapido
- Costoso
- Il rilevamento non é in
tempo reale
Biosensors - Elevata specificita del - La stabilita del materiale

sistema

- Controllo rapido (tempo di
risposta breve) e lunga
durata

- Applicazione pratica per u
utilizzo in tempo reale/
industriale

biologico (cellula, anticorpo
tessuto, ecc.) e subordinatg
alle proprieta naturali della
molecola in condizioni
ambientali (pH,
temperatura)

- Possibile presemazdi
interferenti

- Limitazioni dovute alle
dimensioni del trasduttore

Tabella 9: Confronto fra ELISA;NIE e biosensori. Adattato da Mungroo et al, 2014

94



7. CONCLUSIONI

La capacita del biosensore (I) amperometrico enzimatico di rileNiateamina ha
permesso lo sviluppo di un metodo semplice, rapido ed economico per misurare l'istamina
nel tonno. Il biosensore puo essere utilizzato dagli operatori del settore alimentare come
strumento di screening per monitorare la contaminazione maerdbi lotti di tonno nelle

fasi critiche della produzione e per assicurarsi che vengano rispettati i requisiti di
sicurezza alimentarelnoltre, untlteriore applicazioneriguarda la valutazione del
potenziale istaminogeno dei batteri in coltura, utile giéettuareuna valutazione del

rischio in caso di abusi delle temperature di conservazione.

| risultati del test ELIME (Il) sono sovrapponibili a quelli ottenuti con il metodo di
riferimento. Il rilevamento di un basso numerdedicoli 026 (1 CFU in 25nL) é stato
raggiunto in una giornata lavorativa. | campioni risultati positivi possono essere
confermati mediante colture dei complessi MBsoli 026, consentendo un'ulteriore

caratterizzazione degli isolati, importante per discriminare i ceppi entercegici.

La miniaturizzazione dei devices, inoltre, consente di svolgere le analisi su campioni reali
sia in allevamento che nei locali di trasformazione/distribuzione degli alimenti
consentendo di monitorare tutta la filiera. Tuttavia, ulteriori stadoshecessari al fine

di validare la metodica proposta e rendere questi strumenti attrattivi per l'industria
alimentare. L'esperienza maturata in seno a questo progetto risulta comunque utile per
ulteriori applicazioni future (es. sviluppo di biosensorilpadeterminazione di residui di

farmaci veterinari).
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Abstract
Biosensing the Histamine Producing Potential of Bacteria in Tuna

Marcello Trevisant*, Matilde Cecchint, Giorgio FedrizZ , Alessandra Corradihi
Rocco Mancusiand Ibtisam E. Tothifl

! Laboratory of Food Hygiene, Department of Veterinary Medical Sciences, University
of Bologna, Bologna, Italy

2 Laboratory of Food Chemistry, Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia
e dell 6Emi | i a Rtoimaigh,a BirBe umioa ,Ubletral y

3 Surface Engineering and Precision Institute, Cranfield University, Cranfield, United
Kingdom

Histamine poisoning is the most common cause of human foodborne iliness due to the
consumption of fish products. An enzyhased amperomét biosensor was

developed to be used as a screening tool to detect histamine and higterdireng
bacteria (HPB) in tuna. It was developed by immobilizing histidine decarboxylase and
horseradish peroxidase on the surface of sepeiated electrodeditough a cross

linking procedure employing glutaraldehyde and bovine serum albumin. The signal
generated in presence of histamine at the surface of the electrode was measured by
chronoamperometry at in presence of a soluble redox mediator. The sgnsitilig
electrode was 1.31.59 pA/mM, with a linear range from 2 to 20 pg/ml and detection
limit of 0.11 pg/ml. In this study fresh tuna filets purchased in supermarkets in different
days (n = 8) were analyzed to detect HPB. Samples with different ¢oatcam of

histamine were analyzed with cultdrased counting methods, biosensor and HPLC

and also a challenge test was made. Recovery of histamine from cultures and tuna
samples was also assessed. The presemderganella psychrotolerans

Photobacterim phosphoreunt. damsela@andHafnia alveiwas detected using

culture and PCRbased methods. At the time of purchase these tuna samples had
histamine concentrations from below the limit of detection (LOD) to 60 pg/g. HPLC
and biosensor methods provid&ailar results in the range from zero to 432 pg/g
(correlation coefficient, R2 = 0.990) and the recovery of histamine from cultures and
tuna samples was very high -Mmeassguareérioras 1 12.
<12%). These results clearly shovatlresh tuna is commonly contaminated with

strong HPB. The histamine biosensor can be used by the Food Business Operators as a
screening tool to detect their presence and to determine whether their process controls
are adequate or not.
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Biosensing the Histamine Producing
Potential of Bacteria in Tuna

Marcello Trevisani'*, Matilde Cecchini’, Giorgio Fedrizzi?, Alessandra Corradini’,
Rocco Mancusi' and Ibtisam E. Tothill?

' Laboratory of Food Hygiene, Department of Veterinary Medical Sciences, University of Bologna, Bologna, Italy,
? Laboratory of Food Chemistry, Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell'Emilia Romagna "Bruno
Ubertini", Brescia, Italy, * Surface Engineering and Precision Institute, Cranfield University, Cranfield, United Kingdom

Histamine poisoning is the most common cause of human foodborne illness due to
the consumption of fish products. An enzyme-based amperometric biosensor was
developed to be used as a screening tool to detect histamine and histamine-producing
bacteria (HPB) in tuna. It was developed by immobilizing histidine decarboxylase and
horseradish peroxidase on the surface of screen-printed electrodes through a cross-
linking procedure employing glutaraldehyde and bovine serum albumin. The signal
generated in presence of histamine at the surface of the electrode was measured
by chronoamperometry at in presence of a soluble redox mediator. The sensitivity of
the electrode was 1.31-1.59 pA/mM, with a linear range from 2 to 20 pg/ml and
detection limit of 0.11 pg/ml. In this study fresh tuna filets purchased in supermarkets in
different days (n = 8) were analyzed to detect HPB. Samples with different concentration
of histamine were analyzed with culture-based counting methods, biosensor and
HPLC and also a challenge test was made. Recovery of histamine from cultures
and tuna samples was also assessed. The presence of Morganella psychrotolerans,
Photobacterium phosphoreum, P. damselae and Hafnia alvei was detected using
culture- and PCR-based methods. At the time of purchase these tuna samples had
histamine concentrations from below the limit of detection (LOD) to 60 png/g. HPLC
and biosensor methods provided similar results in the range from zero to 432 png/g
(correlation coefficient, R2 = 0.990) and the recovery of histamine from cultures and
tuna samples was very high (mean bias —12.69 to 1.63%, with root-mean-square error
<12%). These results clearly show that fresh tuna is commonly contaminated with
strong HPB. The histamine biosensor can be used by the Food Business Operators
as a screening tool to detect their presence and to determine whether their process
controls are adequate or not.
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INTRODUCTION

Histamine poisoning is the most common cause of human foodborne illness due to the
consumption of fish products. During the period 2010-2015, 12 EU Member States reported
176 food-borne outbreaks caused by histamine associated with the consumption of fish
and fish products. These outbreaks involved 961 human cases and 104 of hospitalizations
(European Food Safety Authority [EFSA], 2017).
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The intoxication by histamine occurs after the consumption
of food containing biogenic amines, particularly histamine, at
concentrations higher than 500 ppm (Gonzaga et al., 2009).
Histamine production results from the decarboxylation of free
histidine present in a wide variety of pelagic fish. Some
bacteria that are present in the gut and on the skin have
high histidine-decarboxylase activity. These bacteria are likely
introduced into the fish flesh in consequence of post-mortem
autolytic changes and inappropriate handling during storage
or processing. The European Commission Regulation (EC)
No 2073, (2005) set criteria defining the acceptability for fish
belonging to the families Scomberidae (e.g., tuna, albacore,
mackerel), Scombersocidae (sauries), Clupeidae (e.g., herrings
and sardines), Engraulidae (anchovies), Coryphaenidae (mahi-
mahi/dorado) and Pomatomidae (bluefish), fixing the limits of
histamine at 100 mg/kg (m), with a tolerance up to 200 mg/kg
(M) in not more than two units sample out of nine to be
sampled from the lots inspected. The U.S. Food & Drug
Administration have a 50 mg/kg defect action level for histamine
in tuna, mahi-mahi and related fish (FDA, 2011). These limits
concern fish and fish products placed on the market during
their shelf life.

To meet these criteria, manufacturers have to define
performance objectives (POs) in operation management and
therefore they should be able to estimate the activity of
histamine-producing bacteria (HPB) at relevant stages of the
production chain. HPB have been classified, according to
their histidine-decarboxylase activity, as weak, medium and
strong histamine producers (Bjornsdottir et al., 2009). Most
active histamine HPB occurring in fish belong to the family
Enterobacteriaceae (Morganella, Raoultella, Erwinia, Proteus
and other) (Cantoni, 2008). Among non-Enterobacteriaceae,
bacteria of the genus Photobacterium (i.e., P. damselae and
P. phosphoreum) showed to have a strong histidine decarboxylase
activity (HDC) and were implicated in clinical cases of
histamine intoxication (Emborg and Dalgaard, 2006; Landete
et al, 2008). Since fish products are normally kept at
temperatures next to 0°C, the psychrotolerant HPB can have
a major role in outbreaks not related to an interruption of
the cold chain. These bacteria include Morganella morganii-
like bacteria (Morganella psychrotolerans) and P. phosphoreum
(Kanki et al., 2004; Emborg et al., 2006; Prester, 2011). The
photobacteria are more often detected in fish under vacuum
or CO;-enriched atmospheres with an extended the shelf-life
(Emborg and Dalgaard, 2006).

Analytical methods for histamine testing in fish include
HPLC with fluorescent detection (Duflos et al, 2018) or
coupled to Mass Spectroscopy (Kaufmann and Maden, 2018).
These methods have high accuracy and precision and can
be partially automated, but are labor intensive and costly,
requiring skilled technicians and expensive instruments.
Biosensors can provide a valid alternative for testing fish at
the laboratories of the food business operators, which have to
qualify suppliers and monitor the fish quality. Amperometric
biosensors are relatively inexpensive and analyses can be
made using miniaturized, sensitive and portable devices and
disposable screen-printed sensors for the electrochemical
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detection (Hayat and Marty, 2014). The use of bi-enzymatic
biosensors combining amino oxidases with peroxidases
(i.e., horseradish peroxidase-HRP) present advantages, since
hydrogen peroxide, in presence of a suitable oxidized mediator,
such as ferrocenium ion, can be reduced on the electrode surface
at low operating potential, avoiding undesirable oxidation
of electroactive interferents (Tombelli and Mascini, 1998;
Niraj and Pandey, 2012). The use of these biosensors for
measurement of histamine produced by HPB in standardized
culture media can provide a valuable tool for monitoring
the quality of fish. By using biosensors less time is required
to conduct experiments and do not use solvents for the
extraction process.

Extraction of histamine from fish homogenates and culture
media with high temperature and high-pressure treatment
represent an interesting approach, since histamine solutions can
be sterilized by heating with little degradation (Pratter et al,
1985; McDonald et al., 1990) and biosensors do not require labor-
intensive clean-up for water soluble small molecules, such as
histamine. Sterilization is also useful to inactivate the histidine
decarboxylase that can be released by HPB during refrigerated
storage and after freeze-thaw sample preparation (Kanki et al.,
2007), which would affect the analytical results.

Herein, a simple (second generation) amperometric screen-
printed biosensor was used to assist in the detection of
histamine-producing bacteria (HPB) and assess their histidine
decarboxylase activity in histidine decarboxylase broth (HD
broth). Spike and recovery experiments and challenge tests
with HPB were carried out under standardized conditions
to demonstrate the validity of histamine biosensors as a
screening method for testing fish at the laboratories of the food
business operators.

MATERIALS AND METHODS

Reagents and Microbiological Media

Diamine Oxidase (DAO) from Porcine Kidney, Peroxidase Type
II from Horseradish (HRP), Albumin from Bovine Serum (BSA),
Glutaraldehyde (GA) (25% w/v), potassium hexacyanoferrate
(I1)-Trihydrate (Reagentplus®) [K4Fe(CN)g-3H,0], Histamine
Dihydrochloride (=99% TLC), sodium phosphate dibasic
anhydrous  (Na,HPOy), sodium phosphate monobasic
monohydrate (NaH,PO4-H,0), Potassium Chloride (KCI),
Potassium Hydroxide (KOH), Hydrochloric Acid (HCI),
Trichloroacetic Acid (TCA), n-heptane o-phthalaldehyde (OPA),
Histidine, Sodium Chloride (NaCl) and 0.0005% pyridoxal HCI
were purchased by Sigma-Aldrich (Milan, Italy). All standard
solutions used for the biosensor were prepared in phosphate
buffer (0.1 M HPO, 2/H,PO4_, pH 7.4, with 0.1 M KCI)
in deionized water, obtained by reverse osmosis (RO) using
the water purification system New Human Power II (Human
Corporation, Korea). Pre-formulated microbiological media
(Tryptone Soy Broth, TSB; Tryptone Soy Broth, TSA; Violet Red
Bile Glucose Agar, VRBGA; thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose
agar, TCBS; Iron Agar-Lyngby, IA) and peptone were purchased
from Thermo Scientific Oxoid, Basingstoke, United Kingdom).
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Apparatus and Electrodes

Amperometric measurements were carried out with a portable
BiPotentiostat/Galvanostat jLStat 400 from Dropsens (Oviedo,
Spain) connected via a Cable Connector (Dropsens, CAST) to
Screen-Printed Carbon Electrodes (SPCEs) (Dropsens, DRP-
150). The SPCEs include a carbon working electrode (4 mm
diameter), a silver pseudo-reference electrode and a carbon
counter electrode. The SPCEs were placed in a methacrylate cell
(Dropsens, CFLWCL-CONIC) that hold the samples extract on
the surface. The supplied DropView 8400 software for Windows
was used to control the instrument, plot measurements and
perform the analysis of results.

Assembly of the Enzyme Electrode

Diamine Oxidase and HRP were immobilized onto the surface
of the screen-printed carbon electrode (4 mm diameter) using
glutaraldehyde and bovine serum albumin (BSA) cross-linking.
10 mg of DAO and 5 mg of HRP were dissolved each in 100 .l of
0.1 M phosphate buffer. 4 mg of BSA were dissolved in 100 pL
solution (70 l of DAO and 30 pl of HRP). Then 15 pl of
the DAO-HRP-BSA solution were mixed with 5 pl of GA 2.5%
and soon 10 pul of the mixed solution were placed on working
electrode and let dry at room temperature; then washed with
phosphate buffer to ensure the removal of any unbound enzyme.
The modified electrodes were kept at 4°C in phosphate buffer
until further use.

Histamine Biosensor Calibration and

Assay Procedure

Samples and standard solutions of histamine were prepared
in phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4) containing potassium
hexacyanoferrate (II) 50 mM (PBS-Med). One hundred jul of
this solution was deposited on the surface of the SPCE and the
current was measured at —0.025 V after 500 s, when a steady state
was reached. Before sample addition, 100 1 of PBS-Med (blank
solution) were placed on the electrode and current was measured
at —0.025 V vs. screen printed Ag/AgCl reference electrode.
The difference in current intensity between the sample and the
blank solutions was calculated and correlated with histamine
concentration. Experiments were performed in triplicate (n = 3).
For the histamine calibration curves, the standards consisted of
histamine solutions at different concentrations ranging from 2 to
20 yg/ml, which was chosen as the operative range. Samples were
diluted using PBS-Med, to have histamine concentrations that fit
in the calibration range of the biosensor. The calibration curves
have to be calculated every time a new sensor is built, because
even small changes in the cross-linking reaction that is needed to
immobilize the enzymes may slightly affect the response (Barbosa
et al.,, 2014). The prepared biosensors were stored in PBS at 4°C
when not in use and at the beginning of every batch of analyses
a low-level sample containing 5 ng/ml of histamine was tested
to check the repeatability of the response (calibration check).
Results were compensated for the dilution factor. The fresh fish
samples were normally diluted 1:10 (1:20-1:50 at 3-7 days of
storage), while the range of dilution for enriched HD broth was
from 1:200 to 1:1000.
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Fish Samples
The samples were taken from eight lots of fresh yellowfin tuna
(Thunnus albacares) filets purchased in two supermarkets. The
filets were packed on foam polystyrene trays overwrapped with
low-density polyethylene film. The samples were transported
within 1 h to the laboratory in an insulated chiller box with
cool freezer pack. From each fillet a 25-g portion was used
for the isolation of background histamine forming bacteria
and the remaining part was cut into 5-g pieces and put in
polystyrene weighing dishes. These subsamples were covered
with a low-density polyethylene film and stored in insulated
boxes on ice chips put in a chilling room at 4°C and analyzed
for histamine and for detection of histamine-producing bacteria
(HPB). Histamine level was determined amperometrically by
biosensor in the tuna sub-samples stored on ice in the
insulated box for 1 week.

A flow chart of the analyses that were used to detect and
characterize HPB and to validate the biosensor method is
reported in Figure 1.

Methods for Detection of
Histamine-Producing Bacteria

Samples were diluted (1:10) in two aliquots of TSB containing
1% histidine, 2% NaCl, and 0.0005% pyridoxal HCI (HD broth).
One was incubated at 20°C for 3 days and used for detection of
histamine. The other was used for the detection of background
histamine-producing bacteria was made by inoculating 1 ml and
0.1 aliquots of the sample homogenates on four different media:
(a) TSA/VRBGA; (b) seawater complete medium (SCW medium,
composed of peptone 5 g, yeast extract 3 g, glycerol 3 ml, agar
15 g, aged seawater 750 ml, water up to 1 liter) (Martini et al,
2013), (c) TCBS; (d) Iron Agar.

Red colonies on TSA/VRBGA plates were counted and
identified as Morganella psychrotolerans or M. morganii with
the method developed by Podeur et al. (2015). Briefly, isolated
colonies were enumerated by spreading 1 ml of diluted samples
on 2 5 ml TSA, then, after 2 h at room temperature, 12-15 ml
of VRBGA were added and these TSA/VRBGA plates were
incubated (25°C, 2 d). Subsequently, 5 colonies randomly
selected from the plates of the highest dilution showing growth
and tested for species identification and characterization. SCW
plates were incubated at 4+5°C up to 10 days and plates were
also observed in the dark to enumerate luminous P. phosphoreum
colonies, then five colonies randomly selected were identified
using the real-time PCR method developed by Macé et al.
(2013). The green colonies that grew on TCBS were tested to
detect the presence of Photobacterium damselae subsp. damselae
using the procedure developed by Trevisani et al. (2017).
The black colonies that grew on the Iron Agar plates (25°C,
3 days) indicative of H;S-producing bacteria were picked and
presumptively identified as Shewanella spp. by Gram staining
and biochemical characteristics (API 20e and API 20NE systems,
BioMérieux, France). In addition, non-inoculated samples were
analyzed for the presence of HPB by testing the level of histamine
produced in HD broth enrichment at 20°C, 2 days). The
isolated strains were also evaluated for the presence of histidine
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DETECTION OF HPB IN TUNA FILLETS

MICROBIOLOGICAL ANALYSES

A.1 The homogenates and further 1:10 dilutions
inoculated on:

. TSA/VRBGA for detection of M. psychrotolerans/
morganii and other Enterobacteriaceae

. SCW for detection of P. phosphoreum
. TCBS for detection of P. damselae
. Iron agar for detection of Shewanella spp.

A.2 homogenate incubated at 20°C for 3 days for
detection of histamine

Two subsamples 25 g homogenized (1:10 w/v) in HD broth

DETECTION OF HISTAMINE
by biosensor

. In 5-g subsamples stored on ice
for 7 days
. For characterization of the

isolated strains for histamine-producing
ability in HD broth

|:'> . For screening for the presence of
histamine-producing bacteria

CHALLENGE TESTS AND COMPARATIVE ANALYSES WITH HPLC AND BIOSENSOR

I Three lots of tuna: three slices © 100 g taken for each sample J

J @

J

B.1 subsamples 25 g for

I B.2 Non-contaminated, nc I

B.3 contaminated with a mix 100 pl of M.

detection of background

psychrotolerans (7-8 log cfu/ml)

HPB by using the J_|7
methods A.1 and A2 g
l Storage at 10°Cor 2-4°C for 3 and 5/7 days |
Homogenization and aliquoted in 5-g subsamples I
At zero (nc), 3, and 5/7-days: HPLC and biosensor analyses for histamine
detection (n=6 replicates) and quantitative detection of M. psychrotolerans
and P. phosphoreum
C

SPIKE AND RECOVERY TEST FOR HISTAMINE FROM BROTH CULTURES

Tuna fillet (de-frozen
at 4°C) and minced

=

2 g aliquots spiked with histamine (0, 500, 1000, 2000, 5000 and 10000 pg/g)
and homogenized in HD broth.

U

Five replicates for each level of histamine were tested and each sample was analyzed in triplicate

FIGURE 1 | Flow diagram describing the study design.

decarboxylase gene of the Gram- bacteria (De Las Rivas et al,,
2006; Trevisani et al., 2017) and their ability to produce histamine
in HD broth. With this aim single colonies isolated from the
fish samples (or used for the challenge tests, section “Bacterial
Strains Used for the Challenge Tests”) were cultured in duplicate
in 10 ml HD broth at 4°C for 5 days (P. phosphoreum) or 20°C
for 2 days (M. psychrotolerans and other HPB) and histamine was
extracted as described in the section “Extraction of Histamine
From Bacterial Cultures and Recovery Tests” and detected by
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the enzyme-based amperometric biosensor, as described in the
section “Histamine Biosensor Calibration and Assay Procedure.”

Extraction of Histamine From Bacterial

Cultures and Recovery Tests

Histidine decarboxylase broth cultures were sterilized at 121°C
for 15 min, then centrifuged (15.000 x g for 15 min), diluted in
PBS-Med and analyzed with the histamine biosensor.
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The extraction efficiency of histamine from broth cultures and
tuna samples diluted in phosphate buffer have to be assessed
and this was done with spike-recovery tests. With this aim, de-
frozen tuna was used to emulate the natural test sample matrix
(1:10 tuna in HD broth), but reducing the interference of viable
HPB (especially Photobacterium spp.) that were often detected
in the vacuum-packed fresh tuna samples. Therefore, one fillet
of tuna (approximately 100 g) de-frozen at 4°C was minced, 2 g
aliquots were spiked with histamine (0, 500, 1000, 2000, 5000, and
10000 pg/g) and homogenized in HD broth. Five replicates for
each level of histamine were tested and each sample was analyzed
in three replicates. The range 50-1000 pg/ml was decided
according to the values of histamine developed in HD broth
by low, middle and strong histamine producers (Bjornsdottir
et al, 2009). The concentration of histamine was calculated
according to the calibration curves constructed for each enzyme
electrode. The spike recoveries were calculated by following
equation: Spike recovery (%) = (total amount detected—amount
original)/amount spiked x 100%.

Challenge Test With HPB and
Comparison of the Biosensor and HPLC
Methods for Real Sample Analysis

One aim of this study was to compare the results of the
biosensor method with those of an official reference method in
a quantification range that is consistent with current legislation.
Therefore, in parallel with the above-mentioned analyses a
challenge test was made with using the samples of three lots
of tuna (Jun 23, Jul 7, and Jul 15) (Figure 1). Three slices
of approximately 100 g of tuna were purchased. One was
analyzed to detect the presence of background HPB as described
at the section Methods for Detection of Histamine-Producing
Bacteria.” The other two slices were either inoculated with 100 .l
of a M. psychrotolerans mixed culture (section “Bacterial Strains
Used for the Challenge Tests”) or not inoculated, covered with
a low-density polyethylene film and stored at 10°C or 4°C for
3 and 5 or 7 days with the aim of obtaining fish samples with
six different levels of histamine in a range between zero and
approximately 500 ppm (Table 4). For the analyses the slices were
homogenized (aseptically) in a household cutter (Moulinette;
Moulinex, Paris, France). The 5-g aliquots were weighted in
vessel cleaned with ethanol, rinsed with sterile water and dried
in a laminar flow cabinet. The subsamples were analyzed for
histamine by the biosensor (n = 6) and HPLC (n = 6) and for
the quantitative detection of Morganella spp. and Photobacterium
phosphoreum (n = 2). The 5-g subsamples intended for the
analysis with biosensor were diluted (1:10) with phosphate buffer
and processed like the bacterial cultures (section “Extraction of
Histamine From Bacterial Cultures and Recovery Tests”). The
preparation method for HPLC analysis included homogenization
of the 5-g subsamples with 60 ml trichloroacetic acid 10% wi/v,
2 ml 6N HCI and 4 ml n-heptane, centrifugation at 4000 rpm
for 15 min and pre-column derivatization of supernatant with
O-phthalaldehyde (OPA). A fluorescence detection system was
used; excitation was set at 350 nm and emission was read
at 450 nm (EN [SO 19343, 2017). The method also uses
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1,7-diaminoheptane internal standard (IS). Quantification of
histamine was performed by calculating each response factor
against IS and using a calibration curve. LOQ value was 10 jLg/g.
Detection of other biogenic amines was not considered by the
validated method used in this study.

Bacterial Strains Used for the Challenge
Tests

Five strains of Morganella psychrotolerans, isolated from different
lots of European anchovy (1 strain), European pilchard (2
strains), Atlantic herring (1 strain) and Yellowfin tuna (1 strain)
were used (Costanza et al., 2013). All strains were characterized
with biochemical tests, are able to grow on ice-cooled fish
filets (=2°C) (Emborg et al., 2006) and were PCR-positive for
the gene vasD, specific of the Type VI secretion system of
M. psychrotolerans (Podeur et al,, 2015). In addition, all strains
proved to be strong histamine producers in HD broth (approx.
3000 ppm at 20°C in 48 h) (see section “Methods for Detection of
Histamine-Producing Bacteria”). The strains were grown in HD
broth at 4°C for 4 days and diluted with the same broth to an
optical density of approximately 0.39 at 540 nm (=~ 10° CFU/ml).
Then they were mixed together and used to inoculate fish samples
(1:10 dilution or undiluted).

Statistical Analysis and Bioanalytical
Method Validation

Regression analysis was used to evaluate the linearity of the
histamine detection by biosensor in HD broth cultures. The
statistical data analysis tools included in Microsoft Excel (Excel
2010, Microsoft, United States) were used for this purpose.
The linearity was assessed by visual evaluation of a plot of
the difference response ratio versus the respective concentration
level. The response function of the calibration curves for
histamine in broth cultures (recovery tests) and tuna (challenge
tests) was measured by using five calibration standards run
in triplicate. The target back-calculated concentrations of the
calibration standards have to be within 20% of the nominal
value. A calibration check sample spiked at 5 pg/ml was
analyzed prior to each batch of analytes being run. Accuracy and
repeatability (intra-assay precision) were determined using the
spike recovery method. Within-run and between-run accuracy
were estimated by analyzing five samples per level at five
concentration levels with three runs analyzed in different days.
The criteria for acceptability of the data included accuracy and
precision within £ 15% deviation (DEV) from the nominal values
and precision within 15% relative standard deviation (RSD). The
Limit of detection (LOD) was calculated as the concentration
corresponding to three times the blank standard deviation and
also according to the 3 sb/m criteria, where m is the slope of
the linear portion in the calibration graph, and sb was estimated
as the standard deviation of the amperometric signals measured
(European Medicines Agency [EMA], 2012). Linear regression
was used to define the relationship between the concentration
of histamine detected by biosensor and HPLC. Regression
confidence intervals for the mean concentration were calculated
for each sample and the equivalence of results of the two methods

August 2019 | Volume 10 | Article 1844

103



Trevisani et al,

was assessed using Bland-Altman diagram for evaluating inter-
rating agreement on a continuous scale (Giavarina, 2015) and
analysis of the covariance of estimates.

RESULTS

Detection of HPB in Tuna Samples

Histamine-producing bacteria were detected in the eight
lots of tuna analyzed (Table 1). A high attention was
given to test all suspect isolates due to the fact that high
histamine concentrations were detected in the enriched samples.
Morganella psychrotolerans and Photobacterium phosphoreum
were the HPB most frequently detected, but the second was
detected only in the vacuum-packed tuna steaks. Some isolated
colonies of P. phosphoreum that produced low amount of
histamine at 20°C in 2 days, proved to grow better at 4°C.
All other strains were able to grow at 4°C, even if their
growth rate was not assessed. The presence of the histidine
decarboxylase gene (HDC) was detected by PCR in all the
strains using the primers designed by De Las Rivas et al. (2006)
according to the conserved region from various Gram- HPB,
but amplification was very weak with the P. damselae strain that
produced good amplification levels by using primers that were

Biosensing Histamine and Producing Bacteria

designed specifically for this species by Trevisani et al. (2017).
The M. psychrotolerans strains were isolated in two samples from
either VRBGA and TCBS.

Recovery of Histamine From Broth

Cultures

A fundamental challenge in the development of enzyme-
modified screen-printed electrodes for assay of histamine is to
ensure a high reproducibility from sensor to sensor and the
possibility to perform accurate measurements with many samples
without significant loss of sensitivity. The results of precision
and accuracy of the biosensor-based method are reported in
the Table 2. The greatest degree of accuracy was obtained with
histamine concentration higher than 5,000 pg/g (500 jig/ml).
In the concentration range 497-1991 pg/g (%50 to 199 jug/ml)
the differences between spiked and measured concentrations
of histamine were relatively low (mean bias —12.69 to —6.65
percent) but significant.

Table 3 reports the parameters of calibration curves of the
two modified screen-printed electrodes used for the recovery
tests. The values of slope and intercept were very close and
the coefficients of determinations (r-squared) indicated that
regression predictions perfectly fit the data. The amperometric
response was also verified at every run using check standards

TABLE 1 | Histamine-producing bacteria isolated from fresh tuna filets and histamine level after 7 days of storage on ice.

Lot Histamine detected by biosensor Species PCR

Culture (g/ml)? Tuna 7 days (g/g)® Strain (g/ml)° id genes? HDC®
Feb 21 5,920 24 8,4731 M. psychrotolerans Vas +, Gal k— +
Mar 7 5,770 18 6,518" M. psychrotolerans Vas +, Gal k— +
Mar 13 7,880 <LOD 8,506" P, damselae +*
Apr 4 11,046 60 8,2127 3687 7,312 K. oxytoca H. alvei M. psychrotolerans Vas +, Gal k— + 4+ +
May 2 1,169 20 88, 332¢ P, phosphoreum gyrB +
Jun 23 2,216 <LOD 4127, 250° P, phosphoreum gyrB +
Jul 7 1.451 na 177, 316 P, phosphoreum gyr8 +
Jul 15 na na na M. psychrotolerans Vas +, Gal k- +

2 histamine produced by sample homogenates enriched in HD broth at 20°C, 3 days. © histamine in tuna samples stored at <4°C for 7 days. © histamine produced by
isolated colonies enriched in HD broth at 20°C, 2 days (rt) or 4°C, 5 days (ct). ¢ PCR identification test M. psychrotolerans (Podeur et al., 2015) and P. phosphoreum
(Macé et al., 2013). P damselae, K. oxytoca and H. alvei were identified on the basis of biochemical tests (AP! 20e and AP 20ne). © PCR test for HDC gene of Gram-
bacteria (De Las Rivas et al., 2006) or specific of P damselae subsp. damselae* (Trevisani et al., 2017). na, not assessed; <LOD, befow the limit of detection.

TABLE 2 | Precision and accuracy summary table of the method for the quantitative detection of histamine in the enriched broth cultures.

Nominal concentration

N 15 15 15 15 15
Spiked® Mean (1g/g) + SD 496.82 + 1.69 993.17 £ 4.78 1990.67 + 7.33 4973.68 + 16.10 9930.49 + 36.31
Detected” Mean (rg/g) + SD 433.78 + 16.60 913.50 + 38.88 1858.28 + 67.79 4892.79 + 188.69 10085.79 + 385.65
Precision Within-run RSD 9.95% 5.97% 4.85% 7.08% 7.26%
Between-run RSD 9.93% 4.68% 6.00% 9.98% 9.91%
Accuracy Mean Bias -12.69% -8.02% -6.65% -1.62% 1.63%
RMSE 8.82% 4.40% 5.63% 11.11% 10.20%
Significance t-test <0.0001 0.00973 0.0116 0.393 0.402

2 amount spiked in 2-g tuna samples that were homogenized in HD broth; © values calculated according to the dilution factors.
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TABLE 3 | Calibration curve equations and uncertainty in the regression analysis for the histamine determination in enriched broth cultures of the two m-SPE (A and B)

used for the recovery tests.

Check standard 5 p.g/mi®
m-SPE Equation?® R? Sm Sp Sy.x LOD*® MBE% RMSE%
A y=-1431x + 6.56 0.996 0.55 3.62 3.46 0.1 —-2.83% 11.27%
B y=-11.81x + 6.00 1.000 0.30 2.00 1.91 0.1 4.91% 11.83%

@ nA vs. concentration (ug/mi); © calibration check standard measured at each run; ©

deviation (pg/mi).

(5 ug/ml). The measurements were within 20% of the true value,
with RDS of less than 12%. All measurements that were required
to assess the recovery from broth cultures (n = 225) and for the
calibration curves (n = 18) were made with only two enzyme
electrodes, without loss in sensitivity. The sensitivity of the
assembled bi-enzymatic electrodes was good in the range 1.31-
1.59 pA/mM (11.81-14.31 nA/pg/ml) with a linear range from 2
to 20 pg/mland detection limit (LOD) 0.11 jug/ml (Table 3). This
LOD value is actually 10x, because samples have to be diluted
(1:10). The LOD calculated according to the 3 sb/m criteria for
the two electrodes was 1.31 and 1.59 jg/ml.

Detection of Histamine and HPB in Tuna
Samples

Histamine content was assessed in tuna samples stored at
<4°C for 7 days (Table 1). The level was always low or
below the level of detection, with a maximum of 60 pg/g.
One aim of the protocol was to obtain fish samples with six
different levels of histamine. Table 4 reports the counts of
M. psychrotolerans and P. phosphoreum in the inoculated and
control samples and the levels of histamine measured in these
samples using HPLC and the biosensor-based method. Both
methods provided similar analytical results in the concentration
range 0-432 jug/g. At higher concentrations the biosensor-based
method overestimated the concentration of histamine in the
samples. It should be noted that heat-induced coagulation of the
soluble proteins produced a gel in the soluble phase that must be
discarded before diluting the supernatant in PBS-Med to avoid

calculated as the concentration corresponding to three times the blank standard

interferences (data not-reported). The biosensor that was used for
this validation test did not showed significant loss of sensitivity
after 1 month. The sensitivity, 0.653 pA/mM, was good. Its
stability was evaluated periodically during this time by measuring
the response toward histamine check standard (5 pug/ml) at each
run in four different days over a 74-days period demonstrating
excellent stability, since the signal decreased by only 10.8%
(from 25.34 to 22.61 pA, RSD = 7.89%). The most common
problem that required to renew the enzyme electrode was the
detachment of the BSA-glutaraldehyde membrane that occurred
after extended repeated use, with the enzyme electrodes stored at
4°C and immersed in phosphate buffer solution when not in use.

Figure 2 displays a scatterplot of the histamine levels
measured with both methods in the concentration range
75-498 pglg (n 6 replicates). The correlation coefficient
between the two methods is r = 0.990 (95% confidence interval,
CI = 0.980-0.995, P < 0.001), and the regression equation is
y = 8.85(—1.70 to 19.41) + 0.89 (0.84 to 0.94) x; that could be
evaluated as a very good agreement, with the slope coefficient
indicating a relative low underestimation by biosensor. The inter-
rating agreement and the Bland-Altman diagram (difference plot)
between HPLC and biosensor assays are displayed in the Figure 3.

Histamine was detected in either the inoculated and non-
inoculated samples. The natural background microflora of the
samples, other than the inoculated M. psychrotolerans strains,
contributed to produce histamine. The microbiological analyses
revealed the presence of P. phosphoreum (luminescent strains)
in the lots Jul 7 and Jul 15 and M. psychrotolerans in the lot
Jul 15. Their histamine-producing potential was demonstrated

TABLE 4 | Levels of histamine (g/g) and numbers of M. psychrotolerans and P phosphoreum (mean + SD) detected in inoculated and non-inoculated tuna samples at

different days of storage.

Inoculum log CFU/g Storage°C, days Lot Histamine (.g/g) Count (log CFU/g)
HPLC Biosensor M. psychrotolerans P. phosphoreum

Non-inoculated <4°C, 3 days Jun 23 <LOD <LOD ND NL-NC

10°C, 3 days Jul 15 66 £ 5 632 3.99 £0.10 474 £0.18

<4°C, 7 days Jul 15 107 £ 23 119+ 15 2.00 + 0.08 ND

10°C, 5 days Jul'7 1166 95+ 4 ND 5.056 £0.12
3426 10°C, 3 days Jun 23 13842 1389 572021 5.10 £ 0.19
34+26 10°C, 7 days Jun 23 432 + 46 395 + 49 7.72+0.02 TNTC
44+36 10°C, 7 days Jun 23 517 + 329 753 + 52° 7.69 £ 0.08 TNTC

Histamine values with different superscript in the same raw are significantly different; TNTC, too numerous to count at the dilution 102, confluent growth tested positive
for gyrB gene of P. phosphoreum by PCR. NL-NC, non-luminescent colonies too numerous to count at the dilution 10~3; ND, not detected at the dilution 10",
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FIGURE 2 | Regression analysis of the two methods for histamine. n = 30,
concentration range 75-498 pg/g; Pearson correlation coefficient r = 0.99,
P < 0.001. Kendall Tau coefficient 0.85, P < 0.001. R? = 0.98. Regression
line equation: y = 8.85 + 0.89x; confidence interval Cl95% for the intercept
-1.70 to 19.41 and for slope 0.84 to 0.94; Passing and Bablok regression
(P and B), regression lines have slopes and intercept equal to CI95%.

in the HD broth cultures, where the concentration of histamine
in the non-inoculated samples of lots Jun 23, Jul 7, and Jul 15
was 2216, 1451, and 849 pg/ml, respectively, after incubation
at 10°C for 3 days.

DISCUSSION

The Analytical Device

The results of a screening test that revealed the presence
of strong HPB in HD broth and this was undoubtedly a
good reason to look carefully to their presence using specific
culture methods. The enzymatic biosensor was also useful
to assess their histidine decarboxylase activity. The presence
of high concentration of histamine in HD broth inoculated
with tuna samples unequivocally indicated that they were
contaminated with strong HPB and or that their number
was high. The enzymatic biosensor presents some advantages
over other methods that are used for screening, such as the
conductimetric method developed by Klausen and Huss (1987).
The conductimetric method is specific for some microbial species
and requires a microbiological impedance analyzer (Bjornsdottir
et al.,, 2009) that is more expensive than a portable amperometer
connected to a personal computer. The histamine biosensor has
a superior versatility because it can be used to measure also the
histamine content in tuna samples as described in this study. All
this data provides information to the Food Business Operators
that have to decide on the shelf life, best management practices
and have to evaluate the suppliers. The amperometric biosensor
used in this study is a “second generation electrochemical
biosensor.” Third generation biosensors involve immobilized
mediators, acting as non-diffusion redox relay stations, effectively
facilitating the transport of electrons from the enzyme active
site to the electrode (Putzbach and Ronkainen, 2013). These
sensors are required especially for in vivo measurements, because

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

A 30
= . 5
g 20 o
g 10 * »
4 2
g 0 % o
= b -10 g
iz [
-20
3 .
@ -
g 30
£ 40 ————
g 60 8 110 135 160
Average by both methods
B (ng/e)
= O15
-
g 0.10 oS
g 0.05 »
) *
B i ..
2 000 12 +—
g )
£ 3 -0.05 .
v
AT AR
-
?g 0.15 ————
.75 2 225 25 2795
Mean Log (ng/g)
FIGURE 3 | Scatter diagrams with the average and the difference of histamine
concentrations detected by HPLC and biosensor. (A) Full line indicate the
regression line; (B) full and dashed lines indicate the mean difference and
95%Cl, respectively [CI95% —-30.72; 25.74].

mediators do not escape the active layer immobilized on the
electrodes and has been developed also for histamine detection,
providing faster and higher current response and response
(Pérez et al., 2013; Apetrei and Apetrei, 2016). The mediator-
free sensor developed by Pérez et al. (2013) for example
required 3 min to reach a stable steady state current, while
it was 500 s (= 8 min) in this study. The sensitivity of the
mediator-free sensor also superior (1.31-1.53 vs. 19 pA/mM),
but both methods are fit for the purpose, since the range of
measurements required for histamine detection in fresh tuna is
between = 10 (LOD of the reference method) and 100 mg/kg.
It should be noted also that small changes in the sensitivity
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of biosensors can be observed as a consequence of the BSA-
glutaraldehyde cross-linking (in this study) or other enzyme
and mediator immobilization methods, thus calibration curves
have to be calculated for every biosensor (i.e., for accurate
measurements) unless the biosensor production methods are
highly standardized. The principal interfering compounds (i.e.,
substances that produce noticeable amperometric response) that
can affect measurements using DAO-HRP based electrodes
in tuna samples include other biogenic amines that can be
produced as a result of microbial contamination and inadequate
storage conditions (Biji et al., 2016). Recently a commercial
enzymatic biosensor for histamine detection in fish and fishery
products (Biofish-300, Biolan, Zamudio, Spain) obtained AOAC
certification (Salleres et al., 2016).

Even if enzymatic methods are specific, other biogenic amines,
such as cadaverine and tyramine and especially putrescine,
can interfere with histamine biosensors that are based on
the diamine oxidase activity (Lange and Wittmann, 2002).
Putrescine and cadaverine are produced through decarboxylation
of free ornithine and lysine by the exogenous decarboxylase
enzymes released by microorganisms associated with seafood
(Biji et al.,, 2016; Comas-Basté et al., 2019). While all biogenic
amines were formed in tuna during storage conditions (Rossi
et al., 2002; Visciano et al,, 2014) and contribute to histamine
intoxication, their accumulation is much more related with
spoilage. The differences observed in this study between the
results of HPLC and biosensor method concerning the sample
stored at 10°C for 7 days (Table 4 and Figure 3) might
be due to the presence of other biogenic amines. Currently
the only biogenic amine for which the maximum limits have
been set in the EU and United States is histamine because
of its toxicological effects. The official HPLC method for
histamine detection used in this study, therefore, did not
consider the use of standards for the quantification of other
biogenic amines.

Biogenic amine formation in fish is correlated with the growth
of microbial strains with high proteolytic enzyme activity, hence
the control of biogenic amine formation is mainly focused on
controlling the growth of biogenic amines forming bacteria
(Gardini et al., 2016). Freshly caught scombrotoxin forming fish
typically contain histamine level less than 2 mg/kg (Food and
Agriculture Organization of the United Nations/World Health
Organization [FAO/WHO], 2013). In a study of Afsharmanesh
et al. (2011) the maximum mean concentration of putrescine,
cadaverine and histamine in Thunnus albacares stored in ice
on-board to catch vessels were 23.39, 12.37, and 4.30 ng/g,
respectively. A value of 50 pg/g for the sum of histamine,
tyramine, putrescine, and cadaverine, which was not exceeded
in samples stored at 0°C before organoleptic rejection, was
proposed as a guiding limit value for tuna acceptance (Visciano
et al, 2012). A value that was higher of this “guiding
limit” (60 jg/g) was detected by the histamine biosensor
in a tuna sample stored on ice for 7 days, which also
had the highest content of histamine detected in enriched
HD broth (11,046 pg/g) and was found contaminated by
different species of strong HPB, namely M. psychrotolerans
and K. oxytoca).
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A histamine biosensor may be also useful to detect also
the activity of histidine decarboxylase that has been formed
before tuna are frozen, which remains stable in frozen
fish and can be reactivated after thawing (Visciano et al,
2014). In de-frozen fish, the number of viable bacteria can
be reduced without affecting the activity of the enzyme
that has been released into the flesh (Kanki et al, 2007;
Economou et al., 2016), thus the measurement of HDC
activity in the fish samples might be not always directly
correlated with the number of HPB. More recently a
histamine amperometric biosensor that is based on the
use of antibody-antigen interaction (immunosensor) was
developed to provide higher specificity (Dong et al., 2017).
Nevertheless, due to the histamine low molecular weight,
simple structure and thus low immunogenicity production of
high specificity and affinity antibodies is difficult, significant
interference with putrescine were reported and only two of the
six commercial antibodies tested in a study by Mattsson
et al. (2017) bound the histamine free in the solution.
Therefore, due to the possible “interferences,” biosensors
cannot be used as methods for histamine detection in
official controls.

Detection of HPB and Assessment of

Their Activity

With regard to histamine detection in tuna samples, the within-
group variance observed in the samples analyzed with the same
method was relatively small, but was larger in the samples stored
for 5 and 7 days (Table 4). This could be a consequence of
differences in the growth rates and decarboxylase activity of
HPB that occurred.

All the fresh yellowfin tuna filets used in the comparative
tests were found contaminated by either P. phosphoreum or
M. psychrotolerans. The non-inoculated samples of two different
lots (Jul 7 and 15) had histamine concentrations equivalent to the
legal limit of 100 mg/kg after storage at 10°C for 5 days and 4°C
for 7 days, respectively. Notably, the not inoculated aliquots of
the lot Jun 23 had undetectable level of histamine after 3 days of
storage at 10°C, while its level have reached values >100 mg/kg
at the same storage conditions in the aliquot that was inoculated
with 3.4 log CFU/g of M. psychrotolerans. It was observed also
that luminescence of very small colonies of P. phosphoreum can
be undetectable in the Marine Agar plates. Non-luminescent
strains of P. phosphoreum has been also reported (Flodgaard
et al,, 2005). The inoculated samples that were stored at 10°C
accumulated histamine reaching concentrations above the legal
limit in 3 days and levels higher than 400 mg/kg in 1 week.
The number of HPB could be estimated by measurement of
their decarboxylase activity in HD broth, but the species that are
psychrotolerant, such as M. psychrotolerans and P. phosphoreum,
have different growth rates at the temperatures that are used
for the storage of fish (i.e., —1 to 4°C) and at the temperatures
that are normally used to measure their histamine-producing
ability (i.e., 10 to 25°C) (Morii and Kasama, 2004; Emborg
and Dalgaard, 2008; European Food Safety Authority [EFSA],
2015). For example, at 15°C the growth rates of M. morganii

August 2019 | Volume 10 | Article 1844

107



108



