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Sono stati fatti molti studi, con risultati contraddittori, sulla produzione di istamina da parte di Oenococcus oeni, la spe-
cie batterica principale responsabile dello svolgimento della fermentazione malolattica. Per poter sviluppare strategie
utili a limitare il contenuto di istamina nel vino sarebbe auspicabile riesaminare questo argomento, in quanto alla luce
dei dati presenti in bibliografia si puo concludere che i ceppi di O. oeni non sono produttori di istamina.
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INTRODUZIONE

o Le ammine biogene sono composti orga-
nici di basso peso molecolare che posso-
no dare luogo ad intossicazioni alimentari.
Sono generalmente associate a prodotti
fermentati, come i formaggi, il vino, la
birra, prodotti a base di pesce ed insacca-
ti (Silla Santos, 1996). Generalmente non
sussiste alcun rischio per i consumatori
che assumono alimenti contenenti am-
mine, questo perché esistono nell'orga-
nismo umano barriere digestive e sistemi
di degradazione enzimatica che le neu-
tralizzano; tuttavia se le ammine sono in
concentrazioni elevate o se i sistemi di de-
tossificazione dell’'organismo sono inibiti
o geneticamente carenti, il loro consumo
puo creare conseguenze sulla salute degli
individui (Coton et al., 1998).

o Le ammine biogene provengono essen-
zialmente dalla decarbossilazione biochi-
mica di alcuni amminoacidi da parte di
batteri. Nel vino, la maggior parte degli
studi riguardano la putrescina, la tiramina
e l'istamina; quest’ultima & considerata
lammina biogena piu pericolosa per la
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salute. In persone con particolare sensi-
bilita, lassunzione di alimenti contenenti
istamina puo causare mal di testa, nausea,
ipotensione, asma (Maintz e Novak, 2007).
Per ridurre gli effetti tossici dell'istamina
si raccomanda una concentrazione massi-
ma di 2 mg/L nelle bevande alcoliche (ten
Brink et al., 1990), anche se non esiste at-
tualmente nessun limite legale in nessun
paese per il contenuto d’istamina nel vino.
Listamina si forma dalla decarbossila-
zione enzimatica dellamminoacido istidi-
na. Nel vino la fermentazione malolattica
(FML) & considerataiil fattore cruciale nella
formazione di istamina mediante ['azione
degli enzimi istidina decarbossilasi (HDC)
dei batteri lattici. Siccome 0.0eni & la spe-
cie dominante durante la FML molti ricer-
catori hanno considerato questa come la
specie responsabile della produzione d'i-
stamina nel vino (Coton et al., 1998; Lan-
dete et al., 2005a; Lopez et al., 2009; Lucas
et al., 2008). Tuttavia, questa conclusione
potrebbe non essere l'unica spiegazione
sulla presenza d'istamina nel vino poiche
esistono altre specie di batteri lattici che
sono statiisolati dal mosto, durante ed alla
fine della FML. Generalmente si tratta di

ceppi delle specie Lactobacillus (ad esem-
pio L. hilgardii) e Pediococcus, anche loro
descritte come possibili produttrici di ista-
mina. Per potere sviluppare strategie utili
a limitare il contenuto di istamina & impor-
tante determinare se 0.oeni sia 0 meno il
principale produttore di istamina nel vino.
o La FML puo avere luogo di forma spon-
tanea, dovuto alla crescita dei batteri
indigeni presenti nel mosto, rappresen-
tati principalmente da O. oeni, oppure
possono utilizzarsi starter commerciali
selezionati. Se, come alcuni autori sosten-
gono, la maggior parte dei ceppi di 0.0eni
sono produttori di istamina, per evitare
la sua formazione dovrebbero utilizzarsi
ceppi selezionati non produttori. Invece,
se i ceppi di O.0eni non sono produttori
d’istamina, le strategie per diminuire la
sua concentrazione nel vino dovrebbero
riguardare le condizioni della vinificazio-
ne, in modo da inibire gli eventuali batteri
contaminanti e favorire la crescita di O.
oeni, sia che si tratti di ceppi indigeni sia
che si tratti di starter commerciali.

o Qualche anno fa (Garcia-Moruno e
Munoz, 2012) abbiamo realizzato una revi-
sione bibliografica dei risultati presenti in
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letteratura sulla produzione omenodiista-
mina da parte di 0.0eni. In questo articolo
si fa una sintesi di questo lavoro e vengono
attualizzati i dati con i risultati piu recenti.

La nostra conclusione & che i molti me-
todi utilizzati per determinare la produzio-
ne di istamina da parte di 0. oeni hanno
dato luogo a risultati incerti e che per
tanto & necessario riesaminare questo ar-
gomento. Anche se non e possibile esclu-
dere lessistenza di qualche ceppo pro-
duttore di istamina, i dati dimostrano che
questa caratteristica non & generalmente
presente nei ceppi di 0. oeni.

QUANTITA
DI ISTAMINA
NEI VINI

Il primo riferimento alla presenza d'ista-
mina nel vino risale a Tarantola nel 1954.
Dopo questa prima segnalazione, sono
molti gli studi che sono stati fatti in vini
di diversi paesi: Germania, Francia, Sviz-
zera, Portogallo, Italia, Spagna, Cina, ed
altri. Questi studi indicano che la maggior
parte dei vini hanno un basso contenuto di
istamina quando questo composto & pre-
sente, quasi mai superiore a 5 mg/L ed in
rari casi sopra i 10 mg/L. Dai dati ottenuti
in questi lavori si puo dedurre che il con-
tenuto di istamina nel vino & indipendente
dallorigine geografica e che i contenuti
trovati attualmente nei vini sono simili a
quelli trovati nel passato.

METODI DI ANALISI
UTILIZZATI

PER VERIFICARE
LA PRODUZIONE

DI ISTAMINA

Esistono due tipi di metodi, quelli che
prevvedono la coltura del microrganismo
e la successiva determinazione dellista-
mina nel mezzo di coltura e quelli basati
su tecniche molecolari. Questi ultimi si
basano sull'utilizzo della PCR per indivi-
duare il gene hdc responsabile della pro-
duzione dell'enzima HDC, necessario per
la decarbossilazione dellamminoacido
istidina con produzione di istamina. Tutti i
metodi hanno dei punti critici che possono
portare, se non considerati, a risultati er-
ronei (Marcobal et al., 2006).

| metodi per determinare la produzio-
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ne di istamina utilizzando per la crescita
batterica un mezzo di coltura differenziale
con un indicatore di pH, costituiscono un
modo semplice, veloce ed economico per
identificare i ceppi produttori di istamina.
Tuttavia, come riportato in bibliografia,
con questi metodi si possono ottenere ri-
sultati falso-positivi o falso-negativi, non-
ché una crescita insufficente di O.oeni, in
alcuni mezzi. Questi metodi pertanto non
sono completamente affidabili per la ca-
ratterizzazione dei batteri produttori di
istamina.

La tecnica HPLC consente di ottenere
risultati pil accurati ed affidabili, ma ¢
necessario tener sempre presente la sen-
sibilita del metodo specifico utilizzato cosi
come l'eventuale presenza di sostanze nel
mezzo di coltura o nel vino che possono
interferire con il segnale cromatografico
dell'istamina. Sono stati anche descritti
metodi molecolari basati sulla reazione
della PCR per lidentificazione di batteri
produttori di istamina, mediante l'amplifi-
cazione del gene hdc.

| metodi molecolari sono metodi rapidi
e coltura-indipendenti, tuttavia possono
anch’essi dare luogo a risultati falso-po-
sitivi (dovuti alla presenza di diversi cep-
pi batterici, o ad amplificati aspecifici) o
falso-negativi (dovuti principalmente alla
presenza di composti inibitori della rea-
zione della PCR o a primers non corretti)
(Landete et al., 2007b).

LAVORI

CHE DESCRIVONO

LA PRODUZIONE

E LANON PRODUZIONE
DI ISTAMINA

DA PARTE DI 0. OENI

Dal momento che i dati pubblicati sulla
produzione di istamina da parte di 0. oeni
sono contraddittori, & necessario in primo
luogo escludere la presenza di errori ana-
litici. | lavori che descrivono la produzione
di istamina da parte di 0. oeni, sono ripor-
tati in sintesi nella Tab. 1 e quelli che ne
descrivono la non produzione nella Tab. 2.

Nell'anno 1994 é stato isolato, a parti-
re dalla biomassa ottenuta da un vino con
ammine biogene, il primo ceppo produt-
tore di istamina (Lonvaud-Funel e Joyeux,
1994). Questo ceppo, 0. oeni IOEB 9204, in
un brodo sintetico con istidina, produceva
soltanto piccole quantita di istamina. Si

tratta di un livello di produzione veramen-
te basso, dell'ordine di 5000 volte minore
del valore teorico in relazione alla concen-
trazione del precursore aminoacidico isti-
dina presente nel mezzo, anche confron-
tando i risultati con quelli ottenuti da altri
batteri lattici del vino in condizioni simili,
considerando che glienzimi HDC descritti
nelle diverse specie batteriche sono iden-
tici al 99%.

Dall'esame della bibliografia riportata si
puo vedere che i ceppi di 0. oeni descritti
come produttori di istamina in realta ne
producono quantita estremamente basse.
Inoltre ci sono alcuni errori metodologici
come ad esempio nel caso della PCR; lo
stesso metodo utilizzato per determinare
la capacita di produrre istamina in ceppi
di O.oeniisolati in Francia, viene descritto
come non efficace in ceppi di 0.0eniisolati
in Spagna (Le Jeune et al., 1995; Landete
etal., 2005a).

POSSIBILE
SPIEGAZIONE DEI DATI
CONTRADDITTORI

Come si puo vedere nelle tabelle 1 e 2,
i metodi utilizzati hanno dato luogo a dati
contraddittori sulla produzione o meno di
istamina da parte di O.0eni.

Per risolvere la questione sarebbe ne-
cessario poter disporre di ceppi di riferi-
mento, sia produttori di istamina, come
ad esempio il ceppo 0. oeni IOEB 9204,
isolato nel 1994 (Lonvaud-Funel e Joyeux,
1994) sia non produttori. Tuttavia, fino ad
0ggi non esiste un ceppo di riferimento
disponibile per tutti i ricercatori ed i labo-
ratori di analisi. Alcuni autori hanno utiliz-
zato il ceppo tipo di 0. oeni (DSM 20252,
ATCC 23279, NCDO 1674 o CECT 4100)
come ceppo di riferimento nei loro studi
ma anche in questo caso i risultati non
sono coerenti. Infatti, alcuni autori descri-
vono questo ceppo come produttore di alte
concentrazioni di istamina (Guerrini et al.,
2002), e altri come ceppo non produttore
(Choudhury et al., 1990; Coton et al., 1998;
Moreno-Arribas et al., 2003). La mancata
produzione di istamina da parte di questo
ceppo é stata confermata da Marcobal et
al., 2005, che riportano nel loro lavoro la
mancanza di amplificazione del gene hdc.
Questa discrepanza troverebbe una possi-
bile spiegazione se il gene hdc fosse pre-
sente in un plasmide di 100kb instabile,
come suggerito da Lucas et al., 2008. Se-
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Tab. 1. Lavori che descrivono la produzione di istamina da parte di 0.0eni. a) Numero di ceppi o vini positivi vs. total analizzati; ND: non determinato; DM: Mezzo di coltura differenziale

Descrizione

Metodo
di analisi

Numero?

Produzione
di istamina

Referenze

250 mg/L in mezzo Carr

Isolamento del ceppo 0. oeni I0EB produttore di Lonvaud-Funel
1994 [ HPLC 1 (IOEB 9204) conte?set‘ndtleng g/Ldi e Joyeux, 199
Da questi vini sono stati
Dedotto : : !> )
. . lati ceppi di O.0eni
Vini del sud-est della Francia hanno ceppi di indirettamente 58/118 vini contengono S0 .
LS 0.0eni produttori di istamina dal contenuto in istamina ma gfvasorr;%itz?ég:zt‘a“ Clotiom @l U9k
istamina dei vini P igtamina
Isolamento da vini portoghesi di ceppi Cﬁ\?epl‘hpr?s:wms/: %Ecl\gtma
decarbossilasi-positivi che non producono  livelli DM, HPLC 6/220 ceppi il isiermiing rgned\ante Leitao et al., 2000
significativi di istamina HPLC
2000
2 mg/Lin un mezzo
Ceppi di 0. oeniisolati da sidro in Spagna .
producono piccole quantita di istamina HPLC 5/12 ceppi conter}ggg?ng[] g/l di Del Campo et al., 2000
2002 icsstjapr?wi\'gia 0. oeniisolati da vino italiano producono HPLC 27/4k ceppi Ta Sﬂlgg{clﬂi)n MRS Guerrini et al,, 2002
11-34 mg/Lin mizzo
Vini di tre regioni spagnole possiedono ceppi di O. . contenente 20 g/l di
oeni che producono basse quantita di istamina DU, IPLE 712 vini istidina 0 0.5-11 mg/L Lemitsio et all, 20EE
en vino
2005
- 1/32 ceppi producono
Ceppi de 0. oeni producono basse quantita di DM, enzimatico, 211{%22 Cfg)p?;;i Ir;oDnNill 1900dznc%n§<2?2{§2rrwce pi Landete et al., 20052
istamina HPLC, PCR metodo enzimatico,  PIOTHCONE =7 T %0 ol
P @ [FLIR diistidina.
2006 Spudio dell'espressione del gene hdcin 0. 0eni' petoq; molecolari 110. oeni 4024) ND Landete et al., 2006
22.3+17.7 mg/lin DM
2007 Ceppi di 0. oeni producono istamina DM, HPLC, PCR 33/39 ceppi 4°2°+”3229n/} il ‘;“Vd"nnoacgn Landete et al., 2007a
500 mg?l diistidina
. Dai vini sono stati isolati
. ) . : . 256/264 vini contengono
Elevata presenza di ceppi 0. oeniHDC+ in QPCR e ibridazione S e . ceppi di 0. oenima non
campioni di vini della zona di Bordeaux in colonia ' U ¢ stata studiata la loro
pioni di vini dell 4i Bord i @allori |stamér;a Eegipp‘\nwolan diata (3 L Lucas et al., 2008a
g vini produzione di istamina
2008
Ceppi di 0. oeni producono basse quantita di 0/26 ceppiin DM 2.6-5.6 mg/Lin un mezzo ’
istamina O, IPLE 8/26 ceppi per HPLC con 20 g/L diistidina Ros] @t el 202
3,800 nucleotidi della HDC di 0. oeni IOEB 9204 : .
depositati in database Metodi molecolari 1 (IOEB 9204) ND Accession DQ132887
U di 0. duttore di ist lat I 5
dg;ﬁ%ﬁ)ﬁo T‘emgf:rgﬁlrg) wiierye &l fiamiing (seleie DM, HPLC, PCR 1/90 ceppi 9.24 mg/Lin vino Izquierdo-Cafas et al., 2009
Da questi vini sono stati
2009 Dedotto ) Gl Lo :
Ceppi di 0. oeni isolati da vini con alto contenuto indirettamente ND mlzorggtnl scoenpoplsgt?igigti Lépez et al., 2009

di istamina

dal contenuto in
istamina dei vini

per la produzione di
istamina

condo questi autori i ceppi di 0. oeni con-
servati in collezione potrebbero perdere
questo plasmide instabile e di conseguen-
za la capacita di produrre istamina. Tutta-
via, quest’ipotesi non é stata confermata
sperimentalmente.

o A causa all'assenza di ceppi di 0. oeni
di riferimento, il ceppo Lactobacillus 30a
(ATCC 33222) & stato utilizzato come stan-
dard di riferimento per la produzione di
istamina da molti autori (Constantini et al.,
2006; Moreno-Arribas et al., 2003; Izquier-
do-Canas et al., 2009). Un altro ceppo po-
sitivo per la produzione di istamina che &
stato utilizzato come riferimento & L. hil-
gardii ISE 5211 (Constantini et al., 2006).
Questi due ceppi, in brodo sintetico con
5 g/L di istidina, producono 1,3 e 3,5 g/L
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di istamina rispettivamente ma, quando i
ceppi possibili produttori di 0. oeni sono
stati cresciuti in condizioni simili, sono
state prodotte quantita insignificanti di
istamina, nell'ordine di milligrammi (1-40
mg/l), nonostante la presenza di ammino-
acido precursore (istidina) sia nell'ordine
di grammi (Del Campo et al., 2000; Lan-
dete et al, 2005b; Rosi et al, 2008). Quindi,
anche se & stato descritto che gli enzimi
HDC di 0. oeni, Lactobacillus 30a e L.
Hilgardii sono quasi identici, in condizio-
ni simili i ceppi di O. oeni producono con-
centrazioni di istamina 1000 volte inferiori.
Rimangono sconosciute le cause di questo
comportamento.

o | dati contraddittori sopra riportati sug-
geriscono che possono esserci errori ana-

litici nei risultati pubblicati. Alcuni studi
che riportano lisolamento di ceppi di 0.
oeni produttori di istamina sono basa-
ti esclusivamente sulle analisi HPLC in
mezzi di coltura con quantita cosi basse
di istamina che non possono escludersi
possibili errori nellidentificazione del pic-
co cromatografico o difficolta a separare
eventuali composti che possono interferi-
re nell'analisi (Alberto et al., 2004; Arlorio
et al., 1999, Bach et al, 20 12; Del Prete
etal., 2009; KarawkovaeKohaJdova 2005;
Ough etal., 1987).

e Una possibile spiegazione dellorigine
dellistamina nel vino & che sia prodot-
ta da batteri contaminanti, e non 0.oeni,
presenti durante ed alla fine della FML. In
questo senso, Buteau et al., (1984), ripor-
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tarono che i vini rossi possono contenere
alti livelli di istamina dovuti alla contami-
nazione da preparati di lieviti o batteri non
malolattici che possiedono enzimi HDC.
Piu recentemente & stato dimostrato che
alcuni preparati commerciali di lievito (2
dei 14 preparati analizzati) utilizzati come
starter nella vinificazione, erano contami-
nati da batteri produttori di istamina (Co-
stantini et al., 2009). Questi batteri erano
stati identificati come Lactobacillus ros-
siae e L. Buchneri e la produzione di ista-
mina confermata mediante HPLC e TLC,
oltre che con lamplificazione del gene hdc
tramite PCR.

o A supporto di questa spiegazione, Pinto
etal.,(2011) hanno descritto la presenza di
enterobatteri capaci di produrre ammine
biogene in mosto. E’ anche stata riportata
la presenza durante la FML di G. oxydans,
A. siamensis, Serratia sp., e Enterobacter
sp., produttori di istamina (Ruiz et al,
2010a). Questi studi sono rilevanti, in quan-
to dimostrano lesistenza nel vino di bat-
teri contaminanti produttori di istamina.

e Infine, alla data di pubblicazione della
review (Garcia- Moruno e Munoz, 2012)
erano stati sequenziati 3 genomi completi
di 0. oeni ed in nessuno di essi era sta-
to trovato il gene hdc. Dopo questa data
sono stati realizzati molti altri sequenzia-
menti di ceppi di 0. oeni (Borneman et al.,
2012; Lamontanara et al., 2014; Capozzi
et al., 2014; Mendoza et al., 2015; Jara et
al., 2015) ed in nessun caso é stato trovato
questo gene, necessario per la produzione
di istamina.

CONSIDERAZIONI
CONCLUSIVE

o Il presente lavoro propone una rassegna
degli studi scientifici pubblicati sul coin-
volgimento di ceppi di 0. oeni nella pro-
duzione di istamina nel vino. Fino all'anno
1994 tutti gli studi realizzati indicavano
che 0. oeninon era la specie batterica re-
sponsabile della produzione di istamina.
In 1994, con l'utilizzo di metodi molecolari

era stato descritto il primo ceppo di 0. oeni
produttore di istamina. Tuttavia, la nostra
opinione & che la produzione di istamina
da parte di O.0eni deve essere riconside-
rata per i seguenti motivi: 1] assenza di
ceppi di 0. oeni produttori di riferimento,
2] errori in alcuni dei metodi di analisi,
includendo i metodi molecolari utilizza-
ti, 3] la quantita troppo bassa di istamina
descritta per i ceppi di 0. Oeni indicati
come produttori, e 4) i dati contraddittori
descritti per lo stesso ceppo e metodo di
determinazione. Sarebbe pertanto auspi-
cabile realizzare uno studio collaborativo,
possibilmente nell'ambito di una istituzio-
ne internazionale come L'OIV per unificare
i metodi di analisi e soprattutto per poter
scambiare ceppi di riferimento per la loro
validazione. °
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