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Nel giugno del 1995 iniziavo la mia tesi sperimentale nel laboratorio di microbiologia degli
alimenti della Facoltà di Agraria di Catania. Uno dei primi strumenti che il mio maestro mi
mise in mano fu proprio Modern Food Microbiology, allora alla sua quarta edizione. Mi
accorsi immediatamente che si trattava di un libro diverso, ricco, denso di informazioni pro-
venienti da ogni parte del mondo, che mi sarebbe stato prezioso per comprendere meglio ciò
che stavo per intraprendere. Come per la grande maggioranza degli studenti italiani, anche
per me, l’unico inconveniente era dover studiare su un testo in lingua inglese...

Modern Food Microbiology è ormai arrivato alla settima edizione, ma rimane sempre uno
dei testi più autorevoli e completi sulla microbiologia degli alimenti. È stato per me un onore
poter curare l’edizione italiana di un’opera così importante, ma sono soprattutto molto feli-
ce di poter proporre ai miei studenti – e naturalmente a quelli degli altri atenei italiani – un
testo completo che, oltre ad aiutarli nello studio, saprà soddisfare tutte quelle curiosità che
la microbiologia è capace di suscitare. Il libro, tuttavia, non si rivolge solo agli studenti e ai
ricercatori, ma rappresenta un utile strumento di lavoro e di consultazione per tutti coloro che
operano professionalmente nel settore alimentare o a stretto contatto con esso.

La trattazione fornisce un quadro dettagliato dei microrganismi associati agli alimenti, con
particolare attenzione alle specie alteranti e patogene. I primi tre capitoli, dopo un inquadra-
mento storico e tassonomico dei gruppi di microrganismi di interesse alimentare, introducono
i fattori sia intrinseci sia estrinseci che influenzano la crescita microbica negli alimenti. Il
ruolo e la rilevanza dei diversi microrganismi sono quindi approfonditi in sei capitoli, che
prendono in esame le principali categorie di alimenti (carni fresche e pollame, carni trasfor-
mate e prodotti ittici, prodotti ortofrutticoli, latte e prodotti lattiero-caseari fermentati e non
fermentati, alimenti e prodotti fermentati non lattiero-caseari e prodotti alimentari diversi).
Una parte del volume è specificamente dedicata alle tecniche di ricerca dei microrganismi
e/o dei loro metaboliti e spazia dalle metodiche tradizionali a quelle più avanzate. In sette
capitoli sono quindi approfonditi i diversi aspetti e le problematiche della conservazione
degli alimenti, in riferimento alle tecniche disponibili (trattamenti chimici e biologici, atmo-
sfere modificate, irradiazione, basse e alte temperature, disidratazione ecc.), e ai fattori e alle
forme di resistenza dei diversi gruppi microbici (dagli psicrofili ai termofili, dagli alofili ai
radioresistenti ecc.). Un intero capitolo è dedicato agli indicatori di qualità e di sicurezza
degli alimenti. Sono inoltre approfonditi i temi della valutazione e dell’analisi del rischio in
tutte le fasi della produzione alimentare, prendendo in esame le diverse categorie di prodot-
ti, compresi quelli di quarta gamma e pronti al consumo. L’ultima parte del volume appro-
fondisce in nove capitoli le principali malattie trasmesse dagli alimenti, i patogeni che ne
sono responsabili e le misure per il loro controllo.
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Nel rispetto del lavoro svolto dal Professor Jay – purtroppo scomparso proprio alla vigi-
lia della pubblicazione dell’edizione italiana – e dai suoi coautori, la traduzione rispecchia
fedelmente l’originale, che è stato integrato solo con l’aggiornamento di alcune voci biblio-
grafiche e con l’inserimento degli indispensabili riferimenti alla recente legislazione europea
e nazionale.

Un ringraziamento speciale, infine, è dovuto ad Angela Tedesco, senza la quale questo
grande lavoro non avrebbe mai potuto essere realizzato. 

Andrea Pulvirenti
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Come le precedenti, anche la settima edizione di Modern Food Microbiology è dedicata alla
biologia dei microrganismi associati agli alimenti. Tutti i 31 capitoli, tranne uno, sono stati
ampiamente rivisti e aggiornati. Questa edizione include oltre ottanta nuovi generi di batte-
ri e dieci nuovi generi di funghi. Il libro è destinato agli studenti universitari dei corsi di
microbiologia e dei corsi di scienze e tecnologie alimentari. Sebbene costituiscano un utile
prerequisito, le conoscenze di chimica organica non sono indispensabili per una buona com-
prensione della maggior parte degli argomenti trattati.

Nel capitolo 1 è presentata una sinossi degli sviluppi della microbiologia degli alimenti
per fornire un inquadramento storico dell’evoluzione, tuttora in atto, di questa disciplina. Il
capitolo 2 propone una rassegna dei metodi attualmente impiegati per la classificazione dei
batteri, l’organizzazione tassonomica di lieviti e muffe e una panoramica dei generi di batte-
ri e di funghi di interesse alimentare. Questo materiale può essere correlato ai parametri di
crescita intrinseci ed estrinseci, illustrati nel capitolo 3, che caratterizzano i diversi prodotti
alimentari e influenzano lo sviluppo dei microrganismi di origine alimentare. Dal capitolo 4
al capitolo 9 sono esaminate le specifiche categorie di alimenti, in relazione ai parametri rile-
vanti definiti nel capitolo 3. Nei capitoli da 10 a 12 sono trattati i metodi per la coltivazione
e la determinazione dei microrganismi e dei loro metaboliti presenti negli alimenti. Anche se
alcuni approfondimenti possono andare al di là delle finalità di un corso, è indispensabile una
buona comprensione dei principi fondamentali di ciascuno dei metodi di protezione e con-
servazione degli alimenti esaminati nei capitoli da 13 a 19. 

I capitoli 20 e 21 sono dedicati alla sanificazione, ai microrganismi indicatori e ai sistemi
HACCP e FSO, argomenti propedeutici alla trattazione dei diversi agenti patogeni. Nei capi-
toli da 22 a 31 sono analizzati i patogeni di interesse alimentare noti (e sospetti), con parti-
colare attenzione alla loro biologia e ai metodi utilizzati per il loro controllo. Il capitolo 22
introduce i temi affrontati nell’ultima e più estesa parte del libro, prendendo in esame, per
esempio, le differenze esistenti tra i patogeni di origine alimentare e i non patogeni, il com-
portamento dei patogeni nei biofilm e il ruolo svolto dai fattori sigma e dal quorum sensing
tra i microrganismi associati agli alimenti. Nel capitolo 22 sono esposti anche i meccanismi
patogenetici, che sono ripresi ed esaminati in maggiore dettaglio nei capitoli dedicati agli
specifici patogeni. In appendice è presentato uno schema semplificato – basato sulla colora-
zione di Gram, sulle reazioni dell’ossidasi e della catalasi e sulla pigmentazione della colo-
nia – per il raggruppamento dei generi batterici di origine alimentare e di alcuni di quelli
generalmente presenti nell’ambiente.

Un ringraziamento speciale, infine, è dovuto a B.P. Hedlunf, J.Q. Shen e H.H. Wang, per
l’assistenza prestata per la realizzazione di questa edizione.
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James Monroe Jay (Jim) è scomparso il 14 ottobre 2008 ad Atlanta, in Georgia, lasciando la
moglie Patsie, tre figli, Mark, Alicia e Byron, e quattro nipoti.

Era nato il 12 settembre 1927 a Fitzgerald, un paese rurale della Georgia. Era l’ultimo dei
dieci figli del reverendo John Jay e di sua moglie Lizzie. Benché fosse il più giovane, Jim
insisteva per essere trattato al pari dei suoi fratelli. Lavorava nella fattoria di famiglia e fre-
quentava la scuola pubblica a Ben Hill County, dove vigeva la segregazione razziale. In quei
giorni, gli afroamericani avevano diritto a soli undici anni di istruzione. Per non dover rinun-
ciare alla formazione a cui ambiva, Jim frequentò l’Istituto Holsey, una scuola privata per
soli neri a Cordele, Georgia, distante 80 chilometri da casa. Si diplomò alla Holstey nel 1945
e si iscrisse al Paine College, allora destinato solo a studenti neri, ad Augusta, Georgia. Un
anno più tardi fu chiamato alle armi. Jim fu congedato con onore con il grado di sergente
dopo 18 mesi di servizio e tornò al Paine College per completare il corso di studio. Si laureò
con lode nel 1950, specializzandosi in scienze naturali e matematica.

Avvalendosi dei sussidi previsti dalla legge a favore dei veterani, Jim decise di prosegui-
re gli studi. Poiché a quel tempo le leggi in vigore in Georgia proibivano ai neri di frequen-
tare l’università, Jim si trasferì in Ohio, alla Western Reserve University, dove scoprì la sua
passione per la microbiologia. Successivamente si trasferì alla Ohio State University, dove
conseguì il MSc e il PhD in batteriologia e biochimica. Dopo aver trascorso un anno alla
Ohio State University, come postdoctoral fellow, accettò un incarico alla Southern Universi-
ty a Baton Rouge, in Louisiana, dove organizzò un corso avanzato di batteriologia. Alla Sou-
thern, nel 1959 Jim conobbe e sposò una ragazza del North Carolina, Patsie Jane Phelps. Nel
1961 Jim si trasferì presso la Facoltà di Scienze biologiche della Wayne State University a
Detroit, nel Michigan, dove svolse la sua attività fino al pensionamento. Alla Wayne State
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University, il professor Jay insegnò la microbiologia a innumerevoli studenti e fu superviso-
re di decine di tesi di MSc e programmi di ricerca di PhD. Andato in pensione nel 1994, si
trasferì a Las Vegas, ma non rinunciò alla passione per l’insegnamento e la ricerca, prestan-
do la sua opera come professore fuori ruolo di Scienze biologiche presso l’Università del
Nevada. Dopo dodici anni, tornò con la moglie in Georgia, a Stone Mountain, per rimanere
vicino ai figli e ai nipoti. Sebbene avesse ufficialmente appeso il camice al chiodo e posato
il gessetto, James Jay si tenne sempre aggiornato sulle novità nel campo della microbiologia
degli alimenti, seguendo la letteratura e partecipando a conferenze e congressi.

Nel corso della sua lunga carriera, il professor Jay dimostrò una costante dedizione
all’istruzione universitaria e in modo particolare alla formazione universitaria di grado supe-
riore degli studenti appartenenti a minoranze. Era un profondo conoscitore della storia dei
neri nelle scienze e aveva anche pubblicato un libro sull’argomento: Negroes in Science –
Natural Science Doctorates, 1876-1969.

Adorava la ricerca – cui si è dedicato quasi fino agli ultimi anni – e ha pubblicato oltre un
centinaio di articoli e capitoli di libri, undici dei quali dopo essere ufficialmente andato in
pensione. Era membro di numerose società scientifiche, tra le quali l’American Academy of
Microbiology, l’American Public Health Association, l’Institute of Food Technologists e
l’International Association for Food Protection. Per la sua straordinaria competenza e il suo
contributo in materia di sicurezza alimentare, ha ricevuto incarichi da parte di enti governa-
tivi e importanti riconoscimenti scientifici, come il Percy Julian Award della National Orga-
nization for the Advancement of Chemists and Chemical Engineers e l’Outstanding Teacher
Award della Society for Industrial Microbiology.

Il professor Jay era noto in tutto il mondo come autore di quello che è forse considerato
il più importante libro di testo di microbiologia degli alimenti, Modern Food Mcrobiology,
pubblicato per la prima volta nel 1970 e giunto alla settima edizione nel 2005. L’opera è stata
tradotta in spagnolo, cinese, indi, malaysiano e ora anche in italiano.

James Jay era veramente un uomo speciale. Mancherà moltissimo agli innumerevoli stu-
denti che ha formato e guidato, ai suoi colleghi e amici, alla sua famiglia. Ma sarà sempre
ricordato come un pioniere nel campo della microbiologia degli alimenti e il suo insegna-
mento durerà nel tempo grazie all’opera che ci ha lasciato.

Ricordo ancora il giorno in cui conobbi il professor James Jay. Era la primavera del 1986,
durante un congresso annuale della American Society for Microbiology a Washington, DC.
Ero allora al primo anno di master e quello era il primo importante incontro scientifico cui
partecipavo. Fui presentato a Jay durante un ricevimento offerto da un editore; ero l’unico
studente in una stanza gremita di scienziati. Ricordo ancora quanto ero emozionato, in piedi
accanto a lui, mentre ci presentavano: stavo per conoscere il famoso professor Jay, l’autore
del mio libro di testo, un uomo conosciuto in tutto il mondo, una leggenda. Con un piatto di
antipasti, un cocktail e un mozzicone di sigaro (spento – scoprii più tardi che il mozzicone
spento era un tratto caratteristico) in delicato equilibrio nella mano sinistra, il profesor Jay
allungò la destra per stringere la mia. Ancora oggi non riesco a riprodurre il naturale equili-
brio di quel gesto di Jim, nemmeno senza sigaro.

Mi aspettavo un incontro breve, fui invece piacevolmente sorpreso quando il professor
Jay iniziò a informarsi sul mio programma di ricerca e a domandarmi da dove venivo, inte-
ressandosi anche ai minimi dettagli. Essendo cresciuto in un piccolissimo centro nell’estre-
mo sud della Georgia, dubitavo seriamente che il leggendario accademico di Detroit (la città
in cui viveva a quel tempo) potesse sapere dove si trovava la cittadina di Lakeland. Insistet-
te finché gli diedi l’informazione che voleva. Immaginate il mio stupore quando il professor
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Jay replicò: “Sono anch’io un vecchio ragazzo della Georgia!”. Continuò raccontandomi che
era cresciuto a Fitzgerald, una cittadina grande quanto la mia, distante meno di 80 chilome-
tri! Avremo chiacchierato per una mezz’ora, prima che mi lasciasse per andare a parlare con
altri ospiti.

La storia di questo nostro primo incontro ha un seguito. L’anno successivo, in occasione
di un congresso dell’Institute of Food Technologists, mi imbattei di nuovo nel professor Jay.
E proprio quando stavo per ripresentarmi, tese la mano (la sinistra si presentava come la
prima volta – cocktail, piatto e sigaro) e mi chiese: “Golden, come vanno le cose laggiù in
Georgia?” Un anno dopo il nostro primo incontro, ricordava il mio nome e da dove venissi.
Negli anni successivi – quando gli presentavo degli studenti, e in seguito i miei stessi stu-
denti di dottorato – ho continuato ad ammirare la sua meravigliosa capacità di ricordare colo-
ro che incontrava e di dedicare generosamente un po’ del suo tempo per conoscere le perso-
ne che tanto lo ammiravano.

All’inizio del 2004, Jim mi sorprese telefonandomi dalla sua casa di Las Vegas. Fui scioc-
cato, e poi elettrizzato, quando mi fece il grande onore di propormi di essere co-autore (insie-
me al dottor Martin Loessner) della settima edizione del suo famoso libro. Come avrei potu-
to rifiutare una simile proposta? Jim mi spiegò che non voleva correre il rischio che, dopo la
sua scomparsa, in occasione di successive edizioni, il suo lavoro di una vita fosse “appalta-
to” al primo offerente. Non voleva che il suo insegnamento finisse così: per questo motivo,
aveva scelto – tra una miriade di scienziati altrettanto qualificati – Martin e me, per affian-
carlo nella settima edizione e per portare avanti il suo lascito. È impossibile esprimere con
parole i sentimenti che provo per la fiducia che Jim mi ha dimostrato. So che quando giun-
gerà il momento di una nuova edizione, mi guarderà dall’alto, sigaro in mano, e mi offrirà il
sostegno spirituale per completare il lavoro come avrebbe voluto lui. Non lo deluderò.

Novembre 2008 David A. Golden
Professor, Food Microbiology
University of Tennessee
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Questa parte si propone di fornire un quadro complessivo sintetico degli eventi che hanno
condotto al riconoscimento dell’importanza e del ruolo dei microrganismi negli alimenti. La
microbiologia degli alimenti, come disciplina, non ha una data di nascita precisa; è tuttavia
possibile individuare alcune tra le prime osservazioni e scoperte in materia, che vengono qui
riportate, collocandole nei rispettivi periodi.

Gli avvenimenti storicamente più significativi per la conservazione e l’alterazione degli
alimenti e le intossicazioni alimentari sono stati considerati come tappe dell’evoluzione e del
continuo sviluppo della microbiologia degli alimenti.

Un’eccellente e dettagliata rassegna sulla storia della microbiologia degli alimenti è stata
realizzata da Hartman.

Hartman PA (2001) The evolution of food microbiology. In: Doyle MP, Beuchat LR, Montville TJ (eds)
Food Microbiology: Fundamentals and Frontiers (2nd ed). ASM Press, Washington, DC, pp. 3-12.

Parte I
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Sebbene sia estremamente difficile stabilire con esattezza quando l’uomo abbia iniziato a
rendersi conto della presenza e del ruolo dei microrganismi negli alimenti, le evidenze dispo-
nibili indicano tale consapevolezza precede la nascita della microbiologia come scienza, le
cui radici risalgono pertanto all’era che definiamo prescientifica. Tale era può essere ulterior-
mente suddivisa in due periodi: quello dell’approvvigionamento degli alimenti e quello della
produzione degli alimenti.

Il primo di questi periodi va da circa 1 milione di anni fa – epoca della comparsa della
specie umana sulla Terra – fino a 8-10.000 anni fa. Gli uomini erano allora presumibilmen-
te carnivori, mentre solo verso la fine di quest’epoca furono introdotti nella dieta gli alimen-
ti di origine vegetale. Sempre in questo periodo storico vennero cucinati per la prima volta
degli alimenti.

Il periodo della produzione degli alimenti ha inizio tra 8000 e 10.000 anni fa e, natural-
mente, prosegue ai giorni nostri. Con ogni probabilità i problemi derivanti dall’alterazione
degli alimenti e dalle intossicazioni alimentari sorsero all’inizio di questa fase storica: con
l’avvento della preparazione del cibo, fecero la loro comparsa le malattie trasmesse dagli ali-
menti e i problemi legati alla loro rapida alterazione dovuta a impropria conservazione. Sem-
bra storicamente documentata l’alterazione di alimenti preparati intorno al 6000 a.C.

La tecnica della fabbricazione di vasellame di ceramica, fu importata verso il 5000 a.C.
in Europa occidentale dal Medio Oriente, dove sembra siano state realizzate le prime pento-
le per cuocere alimenti già verso l’8000 a.C. Le tecniche di cottura, fermentazione e conser-
vazione dei cereali, ebbero origine probabilmente nello stesso periodo, forse stimolate da
questo nuovo sviluppo10. La prima testimonianza della produzione di birra risale all’antica
Babilonia intorno al 7000 a.C .8 Si ritiene che i Sumeri siano stati i primi, verso il 3000 a.C.,
a praticare su grande scala l’allevamento del bestiame e la produzione di latte, come pure di
burro. Alla storia di questo popolo sono associati anche altri prodotti alimentari: carni e pesci
salati, grasso, pelli essiccate, frumento e orzo. Latte, burro e formaggio erano consumati
dagli egiziani fin dal 3000 a.C. Tra il 3000 a.C. e il 1200 a.C., gli Ebrei fecero uso del sale
del Mar Morto per la conservazione di diversi alimenti 2. Il pesce salato faceva parte della
dieta degli antichi Cinesi e Greci, e pare che proprio da questi ultimi abbiano appreso tale
abitudine i Romani, la cui dieta comprendeva anche carni marinate. Le tecnologie della
mummificazione e della conservazione degli alimenti erano correlate e sembrano avere
influenzato il reciproco sviluppo. È noto che il vino era prodotto dagli Assiri fin dal 3500
a.C., mentre gli antichi Babilonesi e Cinesi producevano e consumavano salsicce fermenta-
te già intorno al 1500 a.C.8
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Un’altro metodo di conservazione degli alimenti che presumibilmente risale a questo
periodo storico, è l’uso di oli, come quelli di oliva e di sesamo. Jensen6 ha meso in eviden-
za come tale pratica comporti un’elevata incidenza di intossicazione stafilococcica. Già
verso il 1000 a.C. i Romani eccellevano nella conservazione delle carni diverse dal manzo e
sappiamo da Seneca che utilizzavano la neve per conservare gamberi e altri alimenti deperi-
bili. Si ritiene risalga a questo periodo anche l’impiego dell’affumicatura per la conservazio-
ne delle carni, come pure la produzione di formaggi e vini. È difficile stabilire se a quel
tempo si comprendesse la natura di queste nuove tecniche di conservazione, così come non
è certo vi fosse consapevolezza del ruolo degli alimenti nella trasmissione di malattie e dei
rischi derivanti dal consumo della carne di animali infetti.

Tra l’inizio dell’era volgare e il 1100, sembra siano stati compiuti ben pochi progressi
nella comprensione della vera origine delle intossicazioni e delle alterazioni alimentari. L’er-
gotismo, cioè l’intossicazione da segale cornuta (causata da Claviceps purpurea, un fungo
che si sviluppa sulla segale e su altri cereali) rappresentò una causa di morte importante
durante il Medio Evo. Nel solo 943 l’ergotismo provocò in Francia oltre 40.000 morti, ma la
responsabilità del fungo nell’intossicazione non fu riconosciuta12. I macellai sono menziona-
ti per la prima volta nel 1156 e non più tardi del 1248 gli Svizzeri si preoccupavano di sta-
bilire quali carni potevano essere messe in commecio e quali no. Ad Augusta nel 1276, fu
emanato un regolamento obbligatorio sulla macellazione e sul controllo delle carni nei
macelli pubblici. Sebbene nel XIII secolo la gente fosse a conoscenza delle caratteristiche
qualitative delle carni, è improbabile che fosse anche consapevole del nesso tra qualità della
carne e microrganismi.

Probabilmente, il primo a suggerire il ruolo dei microrganismi nell’alterazione degli ali-
menti fu A. Kircher, un monaco che dal 1658, esaminando il deterioramento di corpi, carne,
latte e altre sostanze, osservò quelli che definì “vermi” invisibili a occhio nudo. Tuttavia, le
descrizioni di Kircher mancavano di precisione e le sue osservazioni non incontrarono un
vasto consenso. Nel 1765, L. Spallanzani notò che il brodo di carne fatto bollire per un’ora
ed ermeticamente sigillato, rimaneva sterile e non si alterava. Egli effettuò questo esperimen-
to allo scopo di confutare la dottrina della generazione spontanea, ma nonostante ciò non riu-
scì a convincere i fautori di quella teoria, i quali sostennero che il trattamento termico da lui
operato escludeva l’ossigeno, composto chimico vitale per la generazione spontanea stessa.
Nel 1837, facendo gorgogliare negli infusi aria che veniva prima riscaldata e poi raffredda-
ta attraverso serpentine, Schwann dimostrò che, dopo la bollitura, gli infusi rimanevano ste-
rili anche in presenza di aria 9. Sebbene entrambi gli scienziati avessero dimostrato il princi-
pio fondamentale della conservazione degli alimenti per mezzo del calore, nessuno dei due
si avvalse dei risultati ottenuti per passare alla loro applicazione. Lo stesso si può dire di D.
Papin e G. Leibniz, che alla fine del XVIII secolo suggerirono l’impiego del calore per la
conservazione degli alimenti.

La storia della conservazione degli alimenti in scatola mediante trattamento termico
richiede un breve cenno sulla vita del francese Nicolas Appert (1749-1841). Dopo aver lavo-
rato nella mescita di vini paterna, nel 1778 avviò con due fratelli un birrificio. Nel 1784 aprì
un negozio di dolciumi a Parigi, successivamente trasformato in un commercio all’ingrosso.
Le scoperte di Appert sul processo di conservazione degli alimenti si svilupparono tra il 1789
e il 1793, e nel 1802 egli creò un’industria per la produzione di conserve in scatola, comin-
ciando a esportare i suoi prodotti verso altri Paesi. La marina militare francese iniziò a spe-
rimentare i prodotti del suo metodo di conservazione e nel 1809 fu incoraggiato dal governo
a sviluppare la sua invenzione. Nel 1810 pubblicò il suo metodo e fu ricompensato con la
somma di 12000 franchi7. Fu senza dubbio il punto di partenza della diffusione della produ-
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zione di conserve alimentari in scatola, quale è praticata ancora oggi5. Questi sviluppi si veri-
ficarono circa 50 anni prima che Louis Pasteur dimostrasse il ruolo dei microrganismi nel-
l’alterazione dei vini, pervenendo alla loro riscoperta. Nel 1683, infatti, l’olandese Anton van
Leeuwenhoek aveva già osservato e descritto i batteri per mezzo di un microscopio di sua
invenzione, ma è improbabile che Appert fosse a conoscenza di questi risultati e il lavoro di
Leeuwenhoek non era disponibile in francese.

Il primo che comprese e riconobbe la presenza e il ruolo dei microrganismi negli alimen-
ti fu dunque Pasteur. Nel 1857 egli osservò che l’inacidimento del latte era causato da
microrganismi e intorno al 1860 utilizzò per la prima volta il calore per distruggere i micror-
ganismi indesiderati nel vino e nella birra, impiegando il processo oggi universalmente chia-
mato pastorizzazione.

1.1  Tappe storiche

Sono di seguito riportati in ordine cronologico alcuni eventi storici significativi riguardanti
la conservazione e l’alterazione degli alimenti e le intossicazioni di origine alimentare.

Conservazione degli alimenti

1782 – Un chimico svedese utilizza la tecnica dell’imbottigliamento per conservare l’aceto.
1810 – In Francia, Appert brevetta il suo sistema di conservazione degli alimenti mediante

inscatolamento e successivo trattamento termico.
– Peter Durand registra un brevetto britannico per contenitori in “vetro, porcellana e

terracotta, stagno o altri metalli o materiali idonei” per la conservazione degli ali-
menti. Il brevetto sarà successivamente acquisito e perfezionato da Donkin, Hall e
Gamble1,4.

1813 – Donkin, Hall e Gamble introducono la pratica del periodo di sosta dei prodotti insca-
tolati dopo il trattamento termico.

– In questo periodo si sviluppa l’idea di impiegare la SO2 come conservante nelle carni.
1825 – Negli Stati Uniti, T. Kensett e E. Daggett ottengono il brevetto per la conservazione

di alimenti in scatole di banda stagnata.
1835 – In Inghilterra, Newton ottiene il brevetto per la produzione di latte concentrato.
1837 – I. Winslow è il primo a conservare in scatola i chicchi di mais.
1839 – Negli Stati Uniti si diffonde l’utilizzo delle lattine in banda stagnata3.

– In Francia L.A. Fastier ottiene un brevetto per l’uso di soluzioni saline, per aumen-
tare la temperatura di ebollizione dell’acqua nella sterilizzazione a bagno maria.

1840 – Per la prima volta vengono messi in scatola pesce e frutta.
1841 – In Inghilterra, S. Goldner e J. Wertheimer ottengono brevetti per bagni di soluzioni

saline basati sul metodo di Fastier.
1842 – In Inghilterra, H. Benjamin ottiene un brevetto per congelare gli alimenti mediante

immersione in un bagno di ghiaccio e salamoia.
1843 – Nel Maine, Winslow effettua i primi tentativi di sterilizzazione mediante vapore.
1845 – S. Elliott introduce la tecnica della conservazione in scatola in Australia.
1853 – R. Chevallier-Appert ottiene il brevetto per la sterilizzazione degli alimenti con

l’impiego dell’autoclave.
1854 – Pasteur inizia le sue indagini sul vino. Il trattamento termico per eliminare gli orga-

nismi indesiderati sarà introdotto commercialmente nel 1867-1868.
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1855 – In Inghilterra, Grimwade produce per la prima volta il latte in polvere.
1856 – Negli Stati Uniti, Gail Borden ottiene il brevetto per la produzione di latte conden-

sato non dolcificato.
1861 – I. Solomon introduce l’uso del bagno di soluzioni saline negli Stati Uniti.
1865 – Negli Stati Uniti inizia l’impiego su scala commerciale della tecnica di congelamen-

to artificiale del pesce. Per le uova, la tecnica si diffonderà nel 1889.
1874 – Inizia a diffondersi l’impiego del ghiaccio per il trasporto della carne via mare.

– Vengono introdotti gli sterilizzatori a vapore sotto pressione.
1878 – Un carico di carne congelata viene trasportato per la prima volta con successo dal-

l’Australia all’Inghilterra. Il primo carico dalla Nuova Zelanda all’Inghilterra sarà
inviato nel 1882.

1880 – In Germania, ha inizio il trattamento di pastorizzazione del latte.
1882 – Krukowitsch osserva per la prima volta gli effetti dell’ozono nella distruzione di

batteri alterativi.
1886 – Un processo meccanico per la disidratazione di frutta e verdura viene messo a punto

dallo statunitense A.F. Spawn.
1890 – Negli Stati Uniti, ha inizio la commercializzazione del latte pastorizzato.

– A Chicago viene impiegata la refrigerazione meccanica per conservare la frutta.
1893 – Nel New Jersey, H.L. Coit dà vita a un movimento per la certificazione del latte.
1895 – Russel conduce il primo studio batteriologico sulla conservazione in scatola.
1907 – E. Metchnikoff e collaboratori isolano e identificano uno dei batteri tipici dello yogurt,

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.
– B.T.P. Barker scopre il ruolo dei batteri acetici nella produzione del sidro.

1908 – Negli Stati Uniti, viene ufficialmente autorizzato l’impiego del benzoato di sodio
come conservante in alcuni alimenti.

1916 – In Germania, R. Plank, E. Ehrenbaum e K. Reuter realizzano il congelamento rapi-
do degli alimenti.

1917 – Negli Stati Uniti, C. Birdseye inizia i suoi studi sul congelamento degli alimenti per
la vendita al dettaglio.

– Franks brevetta un sistema per la conservazione di frutta e verdura mediante CO2.
1920 – Bigelow e Esty pubblicano il primo studio sistematico sulla resistenza delle spore a

temperature superiori a 100 °C.
– Bigelow, Bohart, Richardson e Ball pubblicano il “metodo generale” per il calcolo

dei processi termici. Il metodo sarà semplificato da Ball nel 1923.
1922 – Esty e Meyer stabiliscono un valore di z = 18 °F per le spore di Clostridium botulinum

in tampone fosfato.
1928 – In Europa, viene impiegato per la prima volta a scopo commerciale il metodo di con-

servazione in atmosfera controllata per le mele (negli Stati Uniti, sarà introdotto solo
nel 1940, a New York).

1929 – In Francia, viene concesso un brevetto per l’impiego di radiazioni ad alta energia per
la conservazione degli alimenti.

– Negli Stati Uniti, C. Birdseye riesce a introdurre gli alimenti congelati nella vendita
al dettaglio.

1943 – Negli Stati Uniti, B.E. Proctor utilizza per la prima volta radiazioni ionizzanti per
conservare la carne destinata alla preparazione degli hamburger.

1950 – Il concetto di valore D diviene di uso comune.
1954 – In Inghilterra, viene brevettato l’antibiotico nisina per controllare i difetti causati dai

clostridi in alcuni formaggi stagionati.
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1955 – Viene autorizzato l’impiego di acido sorbico come conservante alimentare.
– Viene autorizzata la somministrazione al pollame dell’antibiotico clortetraciclina

(successivamente sarà autorizzato l’uso dell’ossitetraciclina). L’autorizzazione sarà
revocata nel 1966.

1967 – Negli Stati Uniti, viene progettato il primo impianto commerciale per l’irradiazione
degli alimenti. Il secondo entrerà in funzione nel 1992, in Florida.

1988 – Negli Stati Uniti, viene accordata la qualifica GRAS (generally regarded as safe)
all’antibiotico nisina per l’impiego negli alimenti.

1990 – Negli Stati Uniti, viene autorizzata l’irradiazione del pollame.
1997 – Negli Stati Uniti, viene autorizzata l’irradiazione della carne di manzo fresca, fino

a un livello massimo di 4,5 kGye, e di quella congelata, fino 7,0 kGy.
1997 – La FDA statunitense dichiara l’ozono GRAS per l’impiego negli alimenti.

Alterazione degli alimenti

1659 – Kircher dimostra la presenza di batteri nel latte; Bondeau farà lo stesso nel 1847.
1680 – Leeuwenhoek è il primo a osservare le cellule di lievito.
1780 – Scheele identifica l’acido lattico come acido principale nel latte inacidito.
1836 – Latour scopre l’esistenza dei lieviti.
1839 – Esaminando il succo di barbabietola alterato, Kircher vi trova microrganismi che

formano depositi viscosi, quando si sviluppano in soluzioni zuccherine.
1857 – Pasteur dimostra che l’inacidimento del latte è causato dalla crescita di microrgani-

smi.
1866 – Viene pubblicato Études sur les vins di Pasteur.
1867 – Martin propone la teoria che la maturazione dei formaggi sia simile alle fermenta-

zioni alcoliche, lattiche e butirriche.
1873 – Gayon realizza il primo studio sull’alterazione microbica delle uova.

– Lister isola per la prima volta Lactococcus lactis in coltura pura.
1876 – Tyndall osserva che i batteri presenti nelle sostanze in decomposizione sono sempre

reperibili nell’aria, nei contenitori o nelle sostanze stesse.
1878 – Cienkowski presenta i risultati del primo studio sui depositi viscosi prodotti in pre-

senza di zuccheri da batteri e isola da questi la specie Leuconostoc mesenteroides.
1887 – Forster dimostra per la prima volta la capacità di colture pure di batteri di sviluppar-

si a 0 °C.
1888 – Miquel studia per primo le caratteristiche dei batteri termofili.
1895 – Ad Amsterdam, Van Geuns mette a punto la prima metodica per la determinazione

del numero di batteri nel latte.
– Prescott e Underwood individuano per la prima volta nell’inadeguatezza del tratta-

mento termico la causa dell’alterazione del mais in scatola.
1902 – Schmidt-Nielsen utilizza per la prima volta il termine psicrofilo per designare i

microrganismi in grado di crescere a 0 °C.
1912 – Richter conia il termine osmofilo per descrivere i lieviti che si sviluppano bene in

ambienti a elevata pressione osmotica.
1915 – Hammer isola per la prima volta Bacillus coagulans da latte coagulato.
1917 – Geobacillus stearothermophilus viene isolato per la prima volta da una crema di

cereali da P.J. Donk.
1933 – Oliver e Smith, in Inghilterra, osservano l’alterazione causata da Byssochlamys

fulva, descritta negli Stati Uniti da Maunder nel 1964.
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Intossicazioni alimentari

1820 – Il poeta tedesco Justinus Kerner descrive “l’avvelenamento da salsiccia” (con ogni
probabilità il botulismo) e il suo alto tasso di mortalità.

1857 – In Inghilterra, W. Taylor di Penrith imputa al latte la responsabilità della trasmissio-
ne della febbre tifoide.

1870 – Francesco Selmi propone la teoria dell’avvelenamento da ptomaine, per spiegare la
patologia contratta in seguito al consumo di alcuni alimenti.

1888 – Gaertner isola per la prima volta il batterio Salmonella enteritidis da campioni di
una partita di carne responsabile di 57 casi di intossicazione alimentare.

1894 – Denys associa per primo gli stafilococchi a intossicazioni alimentari.
1896 – Van Ermengem scopre la specie Clostridium botulinum.
1904 – Landman identifica il ceppo di C. botulinum tipo A.
1906 – Viene identificata l’intossicazione alimentare da Bacillus cereus; è riconosciuto il

primo caso di difillobotriasi.
1926 – Linden, Turner e Thom documentano per la prima volta le intossicazioni alimentari

da streptococchi.
1937 – Bier e Hazen identificano il ceppo di C. botulinum tipo E.

– Viene identificata la sindrome paralitica da molluschi.
1938 – Campylobacter è identificato come causa di epidemie di enterite in Illinois. 
1939 – Schleifstein e Coleman riconoscono per primi la gastroenterite da Yersinia entero-

colitica.
1945 – McClung dimostra per la prima volta il ruolo di Clostridium perfringens (welchii)

come agente di intossicazioni alimentari.
1951 – Fujino, in Giappone, dimostra il ruolo di Vibrio parahaemolyticus come agente di

intossicazioni alimentari.
1955 – Thompson, osserva analogie tra il colera e le gastroenteriti provocate da Escherichia

coli nei neonati.
– Viene identificata l’intossicazione da sgombroidi (associata all’istamina).
– Viene documentato il primo caso di anisakiasi negli Stati Uniti. 

1960 – Moller e Scheibel, identificano il ceppo di C. botulinum tipo F.
– È riportata per la prima volta la produzione di aflatossine da parte di Aspergillus

flavus.
1965 – Viene riconosciuta la giardiasi di origine alimentare.
1969 – Duncan e Strong individuano l’enterossina di C. perfringens.

– Gimenez e Ciccarelli, in Argentina, isolano il ceppo di C. botulinum tipo G.
1971 – Vibrio parahaemolyticus è identificato per la prima volta negli Stati Uniti, in Mary-

land, come reponsabile di un’epidemia di gastroenterite di origine alimentare.
– Viene documentata la prima epidemia di gastroenterite di origine alimentare provo-

cate da E. Coli negli Stati Uniti.
1975 – Koupal e Deibel individuano l’enterotossina di Salmonella.
1976 – Yersinia enterocolitica è identificata per la prima volta negli Stati Uniti, a New

York, come reponsabile di un’epidemia di gastroenterite di origine alimentare.
– Il botulismo infantile viene individuato per la prima volta in California.

1977 – In Papua Nuova Guinea, viene documentata per la prima volta un’epidemia di ciclo-
sporiasi; negli Stati Uniti la prima si verificherà nel 1990.

1978 – In Australia, è documentata un’epidemia di gastroenterite di origine alimentare cau-
sata da Norwalk virus.
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1979 – In Florida, si registrano gastroenteriti di origine alimentare causate da Vibrio chole-
rae non-O1. In precedenza si erano verificate epidemie in Cecoslovacchia (1965) e
in Australia (1973).

1981 – Negli Stati Uniti, si verificano epidemie di listeriosi di origine alimentare.
1982 – Si registra la prima epidemia di colite emorragica di origine alimentare causata da

E. Coli.
1983 – Ruiz-Palacios e colleghi descrivono l’azione dell’enterotossina di Campylobacter

jejuni.
1985 – Per controllare lo sviluppo di Trichinella spiralis, negli Stati Uniti viene autorizzata

l’irradiazione della carne di maiale, a livelli compresi tra da 0,3 e 1,0 kGy, 
1986 – Nel Regno Unito, viene diagnosticata per la prima volta nei bovini, l’encefalopatia

spongiforme bovina (BSE).
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Negli scorsi due decenni vi sono stati numerosi cambiamenti nella tassonomia dei microrga-
nismi di origine alimentare, molti di questi sono presentati nel capitolo 2, che comprende
anche la descrizione dei loro principali habitat. I fattori e i parametri che influenzano la cre-
scita microbica saranno trattati nel capitolo 3. Per ulteriori approfondimenti si consigliano i
riferimenti bibliografici riportati di seguito.

Adams MR, Moss MO (2000) Food Microbiology (2nd ed). Springer-Verlag, New York. Un testo di 494
pagine di facile lettura.

Deak T, Beuchat LR (1996) Handbook of Food Spoilage Yeasts. CRC Press, Boca Raton, FL. Rileva-
zione, quantificazione e identificazione dei lieviti negli alimenti.

Doyle MP, Beuchat LR, Montville TJ (eds) (2001) Food Microbiology: Fundamentals and Frontiers.
(2nd ed). ASM Press, Washington, DC. La trattazione di questo volume di 880 pagine comprende
l’alterazione degli alimenti, i microrganismi patogeni di origine alimentare e i loro parametri gene-
rali di crescita.

International Commission on Microbiological Specification of Foods (ICMSF) (1996) Microorganisms
in Foods (5th ed). Kluwer Academic Publishers, New York. In questo testo di 512 pagine sono esa-
minati tutti i microrganismi patogeni di origine alimentare, con particolare attenzione ai loro para-
metri di crescita. Ricco di riferimenti bibliografici.
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Poiché le fonti alimentari dell’uomo sono di origine vegetale e animale, è importante com-
prendere i principi biologici dei microrganismi associati alle piante e agli animali nei loro
habitat naturali e i rispettivi ruoli. Sebbene talvolta sembri che i microrganismi si sforzino di
alterare le nostre fonti di cibo, infettando e distruggendo piante e animali, in realtà questo
non è affatto il loro ruolo centrale in natura. Nella nostra attuale visione della vita su questo
pianeta, la principale funzione dei microrganismi in natura è perpetuare la propria esistenza.
Nel corso di questo processo, gli organismi eterotrofi e autotrofi svolgono la seguente rea-
zione generale:

Sostanza organica
(carboidrati, proteine, lipidi ecc.)

Energia + composti inorganici
(nitrati, solfati ecc.)

Essenzialmente, questo processo non rappresenta nient’altro che il ciclo dell’azoto e di
altri elementi. L’alterazione microbica degli alimenti può essere considerata semplicemente
come il tentativo, da parte del biota in essi presente, di portare a compimento ciò che appa-
re essere il suo ruolo primario in natura, ma ciò non va interpretato in senso finalistico.
Nonostante la loro semplicità – quando comparati con le forme superiori – i microrganismi
sono in grado di condurre numerose reazioni chimiche complesse, essenziali per la loro
sopravvivenza; a tale scopo, essi devono procurarsi le sostanze nutritive dalla materia orga-
nica, che spesso costituisce parte delle nostre fonti di approvvigionamento alimentare.

Se si considerano i microrganismi associati agli alimenti di origine animale e vegetale allo
stato naturale, è possibile prevedere quali forme microbiche potranno essere generalmente
rinvenute in un particolare prodotto alimentare nei diversi stadi che caratterizzano la sua sto-
ria. I risultati ottenuti da numerosi laboratori mostrano che gli alimenti non trattati possono
contenere un numero variabile di batteri, muffe o lieviti e spesso ci si interroga sulla sicurez-
za di tali prodotti in funzione del numero totale di microrganismi in essi presenti. La doman-
da, in realtà, dovrebbe essere duplice: qual è il numero totale di microrganismi presenti per
grammo o per millilitro e quali tipi di microrganismi sono realmente rappresentati in questo
numero? È necessario quindi sapere quali specie microbiche sono abitualmente associate a
un determinato alimento allo stato naturale e quali, tra quelli presenti, sono da considerarsi
non normali per quel particolare alimento. Risulta dunque di fondamentale importanza cono-

Capitolo 2

Tassonomia, ruolo e rilevanza
dei microrganismi negli alimenti
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scere la distribuzione generale dei batteri in natura e individuare quali tipologie di microrga-
nismi sono normalmente presenti nelle condizioni in cui gli alimenti vengono prodotti e
manipolati.

2.1  Tassonomia batterica

Negli ultimi due decenni sono stati apportati numerosi cambiamenti nella classificazione o
nella tassonomia dei batteri. Molti dei nuovi gruppi tassonomici (taxa) sono il risultato del-
l’impiego di metodiche di genetica molecolare, utilizzate singolarmente o in combinazione
con alcuni tra i più comuni metodi tradizionali elencati di seguito.

1. Omologia del DNA e contenuto molare percentuale (mol%) di G+C del DNA.
2. Similarità nella sequenza del 23S, 16S, e 5S rRNA.
3. Banca dati degli oligonucleotidi.
4. Analisi tassonomica numerica delle proteine solubili totali o dell’insieme delle caratteri-

stiche morfologiche e biochimiche.
5. Analisi della parete cellulare.
6. Profili sierologici.
7. Profili degli acidi grassi cellulari.

Alcuni tra questi metodi – per esempio l’analisi della parete cellulare e i profili sierologi-
ci – sono impiegati da molti anni, altri – come la similarità nella sequenza dell’RNA riboso-
miale (rRNA) – sono divenuti di largo utilizzo soltanto durante gli anni Ottanta. I metodi che
si sono dimostrati maggiormente idonei come strumenti di tassonomia batterica sono descrit-
ti e brevemente discussi di seguito.

2.1.1  Analisi dell’rRNA

Le informazioni tassonomiche possono essere ottenute dall’RNA nella creazione di banche
dati di nucleotidi e nell’individuazione delle similarità di sequenza dell’RNA. Il ribosoma
dei procarioti è rappresentato dall’unità 70S (Svedberg), composta di due subunità funziona-
li separate: 50S e 30S. La subunità 50S è composta dal 23S e dal 5S RNA, oltre che da circa
34 proteine, mentre la subunità 30S è composta dal 16S RNA più circa 21 proteine.

La subunità 16S è altamente conservata ed è considerata un eccellente orologio evolutivo
dei batteri53. Utilizzando la trascrittasi inversa, il 16S rRNA può essere sequenziato per pro-
durre lunghi frammenti (circa il 95% della sequenza totale), per consentire la definizione di
precise relazioni filogenetiche31. 
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In alternativa il 16S rRNA può essere sequenziato dopo amplificazione di specifiche regio-
ni, mediante metodi basati sulla reazione a catena della polimerasi (PCR).

Per sequenziare il 16S rRNA, viene generata una copia di DNA a singolo filamento per
azione della trascrittasi inversa, impiegando l’RNA come stampo. Sintetizzato il DNA a sin-
golo filamento in presenza di dideossinucleotidi, si generano vari frammenti di DNA di diver-
se dimensioni adatti per il sequenziamento con il metodo di Sanger. Dalla sequenza di DNA
ricavata, può essere così dedotta la sequenza del 16S rRNA. Grazie agli studi sulle sequenze
del 16S rRNA, Woese e i suoi collaboratori proposero l’istituzione di tre regni delle forme di
vita: Eucarioti, Archeobatteri e Procarioti. Quest’ultimo include i cianobatteri, gli eubatteri e
i batteri di interesse alimentare. La similarità di sequenza del 16S rRNA è largamente impie-
gata e proprio grazie al suo utilizzo, completato da altre informazioni supplementari, sono
stati creati alcuni nuovi raggruppamenti tassonomici che interessano microrganismi di origi-
ne alimentare. Sembra, inoltre, che il sequenziamento del 23S rRNA sia destinato a essere
sempre più largamente utilizzato in tassonomia batterica.

Le banche dati nucleotidiche del 16S rRNA sono state costruite per numerosi microrgani-
smi ed esistono estese librerie genomiche. Questo metodo prevede la digestione del 16S rRNA
da parte dell’enzima RNasi T1, che taglia la molecola in corrispondenza dei residui di gua-
nina (G). Vengono così prodotte e separate sequenze di 6-20 basi, che possono essere utiliz-
zate per determinare il grado di similarità SAB tra diversi microrganismi mediante il coeffi-
ciente di Dice. Sebbene per valori inferiori a 0,40 la correlazione tra questo coefficiente e la
percentuale di similarità non sia molto buona, le informazioni ottenute sono utili a livello di
phylum. Il sequenziamento del 16S rRNA mediante trascrittasi inversa è preferito all’impie-
go delle banche dati di oligonucleotidi, in quanto consente di sequenziare frammenti più
lunghi di rRNA.

2.1.2  Analisi del DNA

Il contenuto mol% G+C (percentuale in moli di guanina + citosina) del DNA batterico è
impiegato in tassonomia da diversi decenni e il suo utilizzo diviene ancora più significativo
se combinato con i risultati ottenuti dalle sequenze del 16S e del 5S rRNA. Attraverso le ana-
lisi del 16S rRNA, gli eubatteri Gram-positivi sono stati suddivisi in due gruppi a livello di
phylum: un gruppo con mol% G+C >55 e l’altro con mol% G+C < 50 53. Il primo include,
tra gli altri, i generi Streptomyces, Propionibacterium, Micrococcus, Bifidobacterium, Cory-
nebacterium e Brevibacterium. Il gruppo con minore contenuto G+C include, tra gli altri, i
generi Clostridium, Bacillus, Staphylococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc,
Listeria ed Erysipelothrix. Il secondo gruppo è considerato parte del “ramo” Clostridium del-
l’albero filogenetico degli eubatteri. Due microrganismi che differiscono per oltre il 10% nel
contenuto in G+C possiedono poche sequenze di basi in comune.

La tecnica di ibridizzazione DNA-DNA o DNA-RNA è impiegata da diverso tempo e con-
tinua a essere di grande utilità nella sistematica batterica. È stato osservato che il sistema
ideale di riferimento per la tassonomia batterica dovrebbe essere basato sull’ottenimento
della completa sequenza genomica di un microrganismo 49. Vi è generale accordo che le spe-
cie batteriche possano essere definite in termini filogenetici impiegando i risultati dell’ibri-
dizzazione DNA-DNA: una specie è definita da una correlazione di almeno il 70% e da una
differenza della temperatura di melting (Tm) non superiore a 5 °C 50. Quando si utilizza l’ibri-
dizzazione DNA-DNA le caratteristiche fenotipiche non devono prevalere, tranne che in casi
eccezionali 50. Per la definizione filogenetica di un genere, più difficile rispetto a quella di
una specie, il grado di omologia DNA-DNA deve essere almeno del 20%50.
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Sebbene non si sia ancora giunti a una definizione soddisfacente di genere batterico, l’ap-
plicazione continua delle tecniche basate sullo studio degli acidi nucleici, unitamente agli
altri metodi precedentemente elencati, dovrebbe infine condurre a una sistematica batterica
standard su base filogenetica. Finché tale risultato non sarà raggiunto, potranno esservi ulte-
riori cambiamenti nei gruppi tassonomici attualmente esistenti.

2.1.3  Proteobatteri

I batteri Gram-negativi di importanza nota negli alimenti appartengono al gruppo dei proteo-
batteri, istituito in seguito a studi estensivi delle sequenze dell’rRNA di numerosi generi
Gram-negativi 43. Il gruppo è suddiviso in cinque sottogruppi designati con le lettere α, β, γ,
δ e ε. I sottogruppi sono definiti in funzione delle sequenze del 16S rRNA 54-56. Attraverso
l’impiego ripetuto di sequenze tipizzanti (indel molto conservati) di diverse proteine è stata
proposta la linea evolutiva che correla tra loro i proteobatteri 20. Secondo tale ipotesi, i primi
eubatteri erano Gram-positivi con basso contenuto di G+C (per esempio Clostridium, Bacil-
lus e Lactobacillus) e sarebbero stati seguiti, prima, da Gram-positivi con alto contenuto di
G+C (per esempio Micrococcus, Propionibacterium e Rubrobacter) e, successivamente, da
Deinococcus-Thermus. Sarebbero poi comparsi tre gruppi (qui non elencati) non associati
agli alimenti e, quindi, i proteobatteri ε e δ, seguiti dai proteobatteri α, β, γ 20. È stato eviden-
ziato che questi gruppi sono correlati linearmente più che in maniera ramificata20. Nella
tabella 2.1 si può osservare che la maggioranza di questi batteri di origine alimentare (spe-
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Tabella 2.1 Sottogruppi di Proteobacteria cui appartengono diversi generi di microrganismi di
origine alimentare. Campylobacter e Helicobacter fanno parte del sottogruppo ε.

Alfa Beta Gamma

Acetobacter Acidovorax Acinetobacter
Asaia Alcaligenes Aeromonas
Brevundimonas Burkholderia Alteromonas
Devosia Chromobacterium Azomonas
Gluconobacter Comamonas Bacteriodes
Paracoccus Delftia Carnimonas
Pseudoaminobacter Hydrogenophaga Enterobacteriaceae *
Sphingomonas Janthinobacterium Flavobacterium
Xanthobacter Pandoraea Halomonas
Zymomonas Pseudomonas (patogeni delle piante) Moraxella

Ralstonia Plesiomonas
Telluria Pseudoalteromonas
Variovorax Pseudomonas
Vogesella Psychrobacter
Wautersia Photobacterium
Xylophilus Shewanella

Stenotrophomonas
Vibrio
Xanthomonas
Xylella

* Include Escherichia, Citrobacter, Salmonella, Shigella, Proteus, Raoultella, Proteus, Klebsiella, Edwardsiella eccetera.



cialmente quelli patogeni) appartengono al sottogruppo γ. Si stima che i primi procarioti
siano comparsi 3,5-3,8 miliardi di anni fa 20.

Alcuni tra i generi più importanti, notoriamente associati agli alimenti, sono elencati di
seguito in ordine alfabetico. In particolari alimenti, alcuni di essi sono desiderati, mentre in
altri possono determinare alterazione o essere causa di gastroenteriti. È importante osserva-
re che la collocazione della maggior parte dei generi batterici presenti in questa lista, unita-
mente a quelli riportati in tabella 2.2, può essere considerata in qualche modo “opinabile”,
in quanto la maggior parte di essi sono stati classificati principalmente sulla base delle carat-
teristiche fenotipiche. La loro attuale collocazione è, quindi, fondata essenzialmente su dati
storici; ma è ragionevole attendersi che, con la diffusione dell’impiego dei dati filogenetici,
questa lista subisca cambiamenti.
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Batteri
Acinetobacter Erwinia Proteus
Aeromonas Escherichia Pseudomonas
Alcaligenes Flavobacterium Psychrobacter
Arcobacter Hafnia Salmonella
Bacillus Kocuria Serratia
Brevibacillus Lactococcus Shewanella
Brochothrix Lactobacillus Shigella
Burkholderia Leuconostoc Sphingomonas
Campylobacter Listeria Stenotrophomonas
Carnobacterium Micrococcus Staphylococcus
Citrobacter Moraxella Vagococcus
Clostridium Paenibacillus Vibrio
Corynebacterium Pandoraea Weissella
Enterobacter Pantoea Yersinia
Enterococcus Pediococcus

Muffe
Alternaria Colletotrichum Penicillium
Aspergillus Fusarium Rhizopus
Aureobasidium Geotrichum Trichothecium
Botrytis Monilia Wallemia
Byssochlamys Mucor Xeromyces
Cladosporium

Lieviti
Brettanomyces/Dekkera Issatchenkia Schizosaccharomyces
Candida Kluyveromyces Torulaspora
Cryptococcus Pichia Trichosporon
Debaryomyces Rhodotorula Yarrowia
Hanseniaspora Saccharomyces Zygosaccharomyces

Protozoi
Cryptosporidium parvum Entamoeba histolytica Toxoplasma gondii
Cyclospora cayetanensis Giardia lamblia



2.2  Principali fonti dei microrganismi riscontrati negli alimenti

I generi e le specie precedentemente elencati sono tra quelli più importanti e abitualmente
rinvenuti nei prodotti alimentari. Ogni genere presenta particolari esigenze di tipo nutrizio-
nale ed è influenzato in modo prevedibile dai parametri ambientali. Di seguito sono riporta-
te otto possibili matrici ambientali di contaminazione microbica degli alimenti, presentate
insieme ad alcuni generi di batteri e protozoi nella tabella 2.2, nella quale sono evidenziati i
principali ambienti da cui i microrganismi traggono nutrimento.

Suolo e acqua
Questi due ambienti sono descritti insieme poiché molti dei batteri e dei funghi che in essi si
ritrovano, presentano numerose caratteristiche comuni. I microrganismi del suolo possono
passare nell’aria, per azione del vento, e ritrovarsi in seguito in ambienti acquosi, veicolati
dalle acque piovane. Inoltre, possono passare nei corpi idrici veicolati dall’acqua che scorre
sui terreni. I microrganismi acquatici, invece, possono essere depositati sui terreni in segui-
to alla formazione di nubi e alle conseguenti precipitazioni atmosferiche. Questo ciclo comu-
ne fa sì che i microrganismi acquatici e quelli del suolo siano in larga misura gli stessi; tut-
tavia, alcuni di essi – in particolare quelli il cui habitat naturale è rappresentato dalle acque
marine – non sopravvivono a lungo nel suolo. Le specie appartenenti al genere Alteromonas,
per esempio, sono microrganismi acquatici che non potrebbero sopravvivere nei terreni, in
quanto per crescere necessitano della salinità presente nelle acque marine. Nell’acqua di
mare la microflora batterica è rappresentata principalmente da Gram-negativi, mentre i
Gram-positivi sono presenti solo di passaggio (transienti). L’acqua contaminata è stata impli-
cata nella contaminazione di lamponi freschi da parte di Cyclospora.

Vegetali e prodotti derivati
Si può presumere che molti, se non la maggior parte, dei microrganismi presenti nell’acqua
e nel terreno contaminino le piante; tuttavia, solo un numero relativamente piccolo trova nei
vegetali l’ambiente ideale per il proprio sviluppo. I microrganismi che persistono sui prodotti
vegetali vi riescono grazie alla capacità di aderire alle superfici dei vegetali stessi, opponen-
dosi così al dilavamento e soddisfacendo contemporaneamente le proprie esigenze nutrizio-
nali; tra questi, sono di particolare rilievo i batteri lattici e alcuni lieviti. Tra gli altri micror-
ganismi comunemente associati alle piante vi sono agenti patogeni sia di natura batterica,
appartenenti ai generi Corynebacterium, Curtobacterium, Pectobacterium, Pseudomonas e
Xanthomonas, sia di natura fungina, tra i quali diversi generi di muffe.

Utensili per alimenti
Normalmente alcune o tutte le specie microbiche presenti sui prodotti ortofrutticoli si ritro-
vano sulle superfici dei contenitori e degli utensili utilizzati per la raccolta; il riutilizzo degli
stessi contenitori può determinare l’instaurarsi di una popolazione microbica caratteristica.
Con un meccanismo analogo, le superfici di ceppi, coltelli e tritacarne, utilizzati in una
macelleria, vengono contaminate all’inizio della giornata dalla microflora presente sulle
prime carni lavorate e sono successivamente esposte a un turnover di microrganismi duran-
te la giornata di lavoro, pur mantenendo un livello di contaminazione pressoché costante.

Tratto gastrointestinale
La microflora del tratto intestinale può contaminare gli alimenti crudi quando questi vengo-
no sottoposti a lavaggio con acqua inquinata. La flora intestinale è costituita da molti micror-
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ganismi che persistono nelle acque meno a lungo di altri; tra i principali si ricordano agenti
patogeni come le salmonelle. Negli scarichi fognari può essere presente gran parte dei gene-
ri della famiglia delle Enterobacteriaceae, insieme a patogeni intestinali, incluse le cinque
specie di protozoi già elencate in precedenza.

Personale addetto alla manipolazione degli alimenti
La microflora presente sulle mani e sugli indumenti esterni degli addetti alle lavorazioni
riflette generalmente l’ambiente e le abitudini degli individui. I microrganismi in questione
possono provenire dal suolo, dall’acqua, dalla polvere o da altre fonti ambientali. Di parti-
colare rilievo sono anche i microrganismi abitualmente presenti nelle cavità nasali, nella
bocca e sulla pelle e quelli derivanti dal tratto gastrointestinale, che possono contaminare gli
alimenti a causa della scarsa igiene del personale.

Alimenti per animali
Costituiscono una fonte di salmonella per il pollame e altri animali da allevamento. Alcuni
insilati rappresentano una fonte nota di Listeria monocytogenes per gli animali sia da latte
sia da carne. I microrganismi presenti nei mangimi secchi si distribuiscono nell’ambiente in
cui vivono gli animali e possono depositarsi sulla loro pelle.

Pelle degli animali
I microrganismi che si trovano nel latte crudo di vacca possono riflettere la microflora pre-
sente sulla mammella dell’animale (specialmente quando durante la mungitura non vengono
rispettate procedure igieniche adeguate) e nell’ambiente in cui l’animale vive. I microrgani-
smi presenti sia sulle mammelle sia sulla pelle possono causare una contaminazione genera-
le dell’ambiente, dei contenitori del latte e delle mani degli operatori.

Aria e polvere
Sebbene la maggior parte dei microrganismi elencati nella tabella 2.2 possa essere rinvenu-
ta nell’aria e nella polvere degli stabilimenti alimentari, quelli in grado di persistervi sono
per lo più Gram-positivi. Nell’aria e nella polvere possono essere presenti anche numerose
muffe, come pure alcune specie di lieviti. In generale, le tipologie di microrganismi riscon-
trate nell’aria e nella polvere sono quelle abitualmente presenti nell’ambiente. I condotti
degli impianti di aerazione sono fonti di contaminazione da non trascurare.

2.3  Batteri riscontrati con maggiore frequenza negli alimenti

Questi compendi hanno lo scopo di fornire un quadro generale dei gruppi batterici discussi
nel testo, ma non contengono le informazioni necessarie per l’identificazione delle colture.
Per approfondire l’argomento, possono essere consultati uno o più tra i riferimenti riportati
nel testo. Alcune caratteristiche filogenetiche di questi batteri sono riportate in appendice. 

Acinetobacter (dal greco akinetos, “incapace di muoversi” ) Questi bacilli Gram-negativi
mostrano alcune affinità con la famiglia delle Neisseriacee; alcune specie oggi attribuite a
esso, in passato facevano parte del gruppo degli acromobatteri e delle moraxelle. Inoltre,
alcune specie classificate tra gli acinetobatteri, sono ora attribuite al genere Psychrobacter,
ma differiscono da quest’ultimo genere e dalle moraxelle, poiché sono ossidasi negativi. Gli
Acinetobacter sono aerobi stretti e non sono in grado di ridurre i nitrati; nelle colture giova-
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ni presentano una morfologia di tipo bastoncellare, mentre negli stadi di crescita avanzati
possono mostrare molteplici forme cellulari cocciche. Essendo ampiamente diffusi nel suolo
e nelle acque, possono ritrovarsi in molti alimenti, segnatamente in prodotti freschi refrige-
rati. Il contenuto G+C (o mol% G+C) del DNA di questo genere è 39-47 (vedi capitolo 4 per
ulteriori dettagli relativi alle carni). Sulla base degli studi di ibridizzazione DNA-RNA, era
stato suggerito che i generi Acinetobacter, Moraxella e Psychrobacter fossero collocati in
una nuova famiglia (Moraxellacee), ma tale proposta non è stata accettata.

Aeromonas (“produttori di gas”) Genere rappresentato da bacilli Gram-negativi, tipicamen-
te acquatici, prima appartenenti alla famiglia delle Vibrionacee, ma ora collocati in quella
delle Aeromonadacee32. Come suggerisce il nome, producono abbondanti quantità di gas
dagli zuccheri fermentescibili. Essi abitualmente presenti nell’intestino dei pesci, per i quali
alcuni sono patogeni. Il contenuto mol% G+C del DNA è 57-65 (le specie che possiedono
caratteristiche di patogeneticità, sono discusse nel capitolo 31).

Alcaligenes (“produttori di alcali”) Sebbene siano Gram-negativi, questi microrganismi
assumono talora la colorazione tipica dei Gram-positivi. Il genere è rappresentato da bacilli
che, come suggerisce il nome, non fermentano gli zuccheri ma sono coinvolti in reazioni
alcaline, specialmente sul terreno di coltura litmus milk. Sono privi di pigmenti e ampiamen-
te distribuiti in natura, in ogni tipo di materia organica in decomposizione. Latte crudo, pol-
lame e materiale fecale sono matrici abituali di questi microrganismi. Il contenuto mol%
G+C del DNA è 58-70, range indicativo di un genere eterogeneo.

Alteromonas (“diversi”) Risiedono abitualmente nelle acque marine e litoranee e contami-
nano l’interno e la superficie dei frutti di mare. Tutte le specie, oltre a richiedere la salinità
dell’acqua di mare per svilupparsi, sono aerobie obbligate, mobili e a forma bastoncellare17.

Arcobacter (“ad arco”) Questo genere, le cui specie erano prima classificate come Campy-
lobacter, è stato introdotto durante la revisione dei generi Campylobacter, Helicobacter e
Wolinella45. Sono bastoncini Gram-negativi ricurvi, o a forma di “s”, abbastanza simili ai
campilobatteri, tranne per il fatto che sono in grado di crescere a 15 °C e tollerano l’ossige-
no (aerotolleranti). Possono ritrovarsi in pollame, latte crudo, molluschi e acqua, nonché in
prodotti derivati da bovini e suini51,52. Sono ossidasi e catalasi positivi; provocano in alcuni
animali aborti ed enteriti, che nell’uomo sono associate a A. butzleri.

Bacillus Genere rappresentato da bacilli sporigeni Gram-positivi e aerobi, a differenza dei
clostridi che si sviluppano in condizioni di anaerobiosi. Sebbene la maggioranza sia mesofi-
la, sono presenti anche forme psicrotrofe e termofile. Il genere comprende solo due specie
patogene: B. anthracis (responsabile del carbonchio) e B. cereus. La maggior parte dei ceppi
di B. cereus non è patogena, ma alcuni di essi causano gastroenteriti di origine alimentare
(trattate più approfonditamente nel capitolo 24). Alcune specie in passato appartenenti a que-
sto genere fanno oggi parte di otto nuovi generi: Alicyclobacillus, Aneurinibacillus, Breviba-
cillus, Gracilibacillus, Paenibacillus, Virgibacillus e Salibacillus 5. Inoltre, 5 specie prece-
dentemente classificate nel genere Bacillus, appartengono oggi al genere Geobacillus: in
conseguenza di ciò B. stearothermophilus è oggi divenuto G. stearothermophilus 36.

Brevibacillus Come osservato sopra, in passato apparteneva al genere Bacillus. Questi
microrganismi si trovano nel suolo e nell’acqua e sono comuni sulle piante, nell’aria e nella
polvere. Sono note almeno nove specie.
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Brochothrix (dal greco brochos, “forcina”, e thrix, “pelo” ) Questi bacilli Gram-positivi
non sporigeni sono strettamente correlati ai generi Lactobacillus e Listeria40, alcune loro
caratteristiche comuni sono discusse nel capitolo 25. Sebbene non siano veri corineformi,
presentano una caratteristica tipica di questo gruppo: hanno morfologia bastoncellare in fase
di crescita esponenziale e coccica nelle colture in stadio avanzato. La loro condizione tasso-
nomica distinta è stata confermata dagli studi sull’RNA, sebbene solo due specie siano rico-
nosciute: B. thermosphacta e B. campestris. Essi, inoltre, condividono alcune caratteristiche
con il genere Microbacterium. Sono presenti abitualmente sulle carni trasformate e sulle
carni fresche e trasformate stoccate in confezioni impermeabili ai gas a temperatura di refri-
gerazione. A differenza di B. thermosphacta, B. campestris è ramnosio e ippurato positivo 44.
Il contenuto mol% G+C del DNA è 36. Non sono in grado di crescere a 37 °C.

Burkholderia Bacilli Gram-negativi che si trovano sulle piante (specialmente su alcuni
fiori), nel latte crudo e causano alterazione delle verdure. In uno studio effettuato nell’Irlan-
da del Nord, 14 campioni di latte di vacca su 26 (54%) contenevano B. cepacia 34. Sono pato-
geni di rilievo, presenti nei pazienti affetti da fibrosi cistica. In passato erano classificati nel
genere Pseudomonas.

Campylobacter (dal greco campylo, “ricurvo” ) Sono bacilli Gram-negativi, ricurvi o spira-
liformi, anaerobi (in alcuni casi microaerofili), classificati in passato tra i vibrioni. Il genere
è stato soggetto a cambiamenti a partire dal 1984. Le specie C. nitrofigilis e C. cryaerophi-
la sono state trasferite nel genere Arcobacter; C. cinnaedi e C. fenneliae si trovano oggi nel
genere Helicobacter e Wolinella carva e W. recta sono stati rinominati C. curvus e C. rec-
tus 45. Il contenuto mol% G+C del DNA è 30-35. Per maggiori dettagli vedi il riferimento
bibliografico 32 e il capitolo 28.

Carnobacterium Questo genere di batteri Gram-positivi e catalasi negativi è stato creato
per collocare alcuni microrganismi classificati in passato come lattobacilli. In realtà, più che
a questi ultimi, dal punto di vista filogenetico il genere è più vicino agli enterococchi e ai
vagococchi 6,12. Sono eterofermentanti e la maggior parte di essi cresce a 0 °C ma non a
45 °C; alcune specie producono gas a partire da glucosio. Il contenuto mol% G+C del gene-
re è 33-37,2. Differiscono dai lattobacilli in quanto non sono in grado di crescere in terreni
a base di acetato e presentano un diverso processo di sintesi dell’acido oleico. Sono stati
ritrovati su carne e prodotti derivati conservati sotto vuoto 11,23,48.

Citrobacter I membri appartenenti a questo genere sono batteri enterici a lenta fermentazio-
ne del lattosio, che formano caratteristiche colonie di colore giallo; sono bacilli Gram-nega-
tivi e tutti in grado di utilizzare il citrato come unica fonte di carbonio. C. freundii è la spe-
cie maggiormente presente negli alimenti e non è raro ritrovarlo con altre specie su verdure
e carni fresche. Il contenuto mol% G+C del DNA è 50-52.

Clostridium (dal greco closter, “fuso” ) Questi bacilli sporigeni anaerobi sono ampiamente
diffusi in natura, come la loro controparte aerobia costituita dalle specie del genere Bacillus.
Il genere comprende numerose specie, alcune delle quali patogene per l’uomo (per il botuli-
smo e le intossicazioni alimentari da C. perfringens, si veda il capitolo 24). La maggior parte
delle specie e dei ceppi è mesofila, ma alcuni ceppi possono essere psicrotofi o termofili;
l’importanza di questi ultimi nella produzione di conserve mediante alte temperature è
discussa nel capitolo 17. Il genere è stato in passato ridimensionato con l’istituzione di cin-
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que nuovi generi: Caloramator, Filifactor, Moorella, Oxobacter e Oxalophagus 8. Le specie
di importanza alimentare, rimangono attualmente nel genere Clostridium, mentre i cinque
nuovi generi non sembrano svolgere un ruolo di rilievo negli alimenti.

Corynebacterium (dal greco coryne, “bastone nodoso”) Questo è uno dei veri generi cori-
neformi. Si tratta di bastoncini Gram-positivi, talora coinvolti nell’alterazione di carne e
prodotti vegetali. La maggior parte sono mesotrofi, sebbene siano note anche forme psicro-
trofe, tra le quali C. diphtheriae, che causa difterite nell’uomo. Il genere è stato ridotto in
numero come conseguenza del passaggio di alcune specie, considerate agenti patogeni delle
piante, al genere Clavibacter e di altre al genere Curtobacterium. Il contenuto mol% G+C
del DNA è 51-63.

Enterobacter Questi batteri enterici Gram-negativi hanno caratteristiche analoghe ad altri
generi della famiglia delle Enterobacteriaceae, in relazione alle esigenze di crescita, sebbe-
ne, in generale, non si adattino alle condizioni presenti nel tratto gastrointestinale. Sono ulte-
riormente descritti e discussi nel capitolo 20. E. agglomerans è stato spostato nel genere
Pantoea; le caratteristiche della specie E. sakazakii sono discusse nel capitolo 31.

Enterococcus Questo genere è stato creato per collocare alcuni cocchi con gruppo sierolo-
gico D di Lancefield. Da allora è stato esteso a più di 16 specie – originariamente apparte-
nenti al genere Streptococcus – caratterizzate da cellule Gram-positive, ovoidali, singole,
aggregate in coppia o in corte catenelle. Alcune specie non reagiscono con l’antisiero del
gruppo D. Per una trattazione più approfondita si rinvia al capitolo 20; le correlazioni filo-
genetiche con gli altri batteri lattici sono rappresentate nella figura 25.1 a pagina 641. 

Erwinia Questi bacilli enterici Gram-negativi sono associati principalmente ai vegetali.
Almeno tre delle specie appartenenti in passato a questo genere sono state attribuite al gene-
re Pantoea 33, mentre le vecchie specie E. carotovora e E. chrysanthemi appartengono ora al
genere Pectobacterium come P. carotovorum e P. chrysanthemi (vedi capitolo 6).

Escherichia Si tratta chiaramente del genere più ampiamente studiato tra tutti i batteri. I
ceppi responsabili di gastroenteriti di origine alimentare sono discussi nel capitolo 27, men-
tre nel capitolo 20 è descritto il ruolo di E. coli come microrganismo indicatore di sicurezza
alimentare.

Flavobacterium I rappresentanti di questo genere sono bastoncini Gram-negativi, caratte-
rizzati dalla produzione su agar di pigmenti da giallo a rosso e dalla loro associazione con i
prodotti vegetali. Alcuni sono mesotrofi e altri psicrotrofi in grado di causare alterazione di
carne e vegetali refrigerati. Diverse specie, appartenenti un tempo a questo genere, sono state
ricollocate nei cinque nuovi generi: Empedobacter, Chryseobacterium, Myroides, Sphingo-
monas e Sphingobacterium.

Hafnia Si tratta di bacilli enterici Gram-negativi, importanti nell’alterazione di carne e pro-
dotti vegetali refrigerati. H. alvei costituisce attualmente l’unica specie; è mobile, lisina e
ornitina positiva, con un contenuto mol% G+C di DNA pari a 48-49.

Kocuria Costituisce un nuovo genere derivante dal genere Micrococcus 42. Le sue tre specie
(K. rosea, K. varians e K. kristinae), sono ossidasi negative e catalasi positive; il contenuto
mol% G+C del DNA è 66-75.
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Lactobacillus Le tecniche tassonomiche, diventate di largo impiego durante gli anni Ottan-
ta, sono state applicate anche nello studio di questo genere, con il risultato che alcune delle
specie riportate nella nona edizione del Bergey’s Manual sono state ricollocate in altri gene-
ri. Sulla base dei risultati del sequenziamento del 16S rRNA, sono stati scoperti 3 cluster
filogeneticamente distinti10, uno dei quali comprende Weissella; molto probabilmente questo
genere subirà ulteriori riclassificazioni. Sono bastoncini Gram-positivi, catalasi negativi,
spesso aggregati in lunghe catenelle. Sebbene le specie presenti negli alimenti siano tipica-
mente microaerofile, molti lattobacilli, tra i quali quelli che si sviluppano nel colon e nel
rumine, sono anaerobi stretti. La maggior parte di essi, se non tutti, si trova sulle verdure
assieme ad altri batteri lattici e la loro presenza nei prodotti lattiero-caseari è assai frequen-
te. La specie L. suebicus è stata isolata dalle puree di mela e pera ed è in grado di crescere a
pH 2,8 e a concentrazioni di etanolo del 12-16% 28. I prodotti fermentati ottenuti dal metabo-
lismo di questi microrganismi sono numerosi e saranno descritti dettagliatamente nel capito-
lo 7. Le specie abitualmente presenti nelle carni confezionate e refrigerate e nelle carni sotto
vuoto sono discusse nei capitoli 5 e 14.

Lactococcus I cocchi del gruppo sierologico N di Lancefield, classificati in passato nel
genere Streptococcus, sono stati scorporati, costituendo un nuovo genere. Sono Gram-posi-
tivi, non mobili, catalasi negativi, con cellule sferiche o ovoidali, che si presentano singole
o aggregate in coppia o catenella. Crescono a 10 °C ma non a 45 °C; la maggior parte dei
ceppi reagisce con l’antisiero del gruppo N. Il prodotto finale della loro attività fermentati-
va è l’acido L-lattico. 

Leuconostoc (“privi di colore”) Questo genere, insieme a quello dei lattobacilli, fa parte dei
batteri lattici. Si tratta di cocchi Gram-positivi, catalasi negativi ed eterofermentanti. Il gene-
re è stato sottratto di alcune specie (vedi sotto Weissella). Quella che in passato era la specie
L. oenos è stata trasferita nel nuovo genere Oenococcus come O. oeni 16, mentre L. parame-
senteroides è stata collocata nel nuovo genere Weissella. Questi cocchi sono generalmente
isolati in associazione con i lattobacilli.

Listeria In questo genere sono comprese sei specie caratterizzate da morfologia bastoncella-
re. Si tratta di batteri Gram-positivi, asporigeni, strettamente correlati al genere Brochothrix.
Secondo studi di tassonomia numerica, le sei specie mostrano l’80% di similarità e hanno
pareti cellulari e composizione in acidi grassi e citocromi identici. Sono descritte e discusse
più approfonditamente nel capitolo 25.

Micrococcus I membri di questo genere sono cocchi Gram-positivi e catalasi positivi; sono
presenti sull’epidermide dei mammiferi e possono crescere in presenza di alte concentrazioni
di NaCl. Il genere è stato ridotto in numero di specie, per la nascita di cinque nuovi generi:
Dermacoccus, Kocuria, Kytococcus, Nesterenkonia e Stomatococcus. Attualmente, M. luteus
e M. lylae rappresentano le uniche specie micrococciche.

Moraxella Si tratta di corti bacilli Gram-negativi, a volte classificati come Acinetobacter.
In realtà, il genere Moraxella differisce da quest’ultimo in relazione alla sensibilità mostra-
ta alla penicillina e in funzione della reazione positiva al test dell’ossidasi, nonché per il con-
tenuto mol% di G+C del DNA che è di 40-46. Il genere Psychrobacter include alcune spe-
cie precedentemente appartenenti a questo genere. Hanno metabolismo di tipo ossidativo e
non generano gas dal glucosio.
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Paenibacillus (“quasi bacillo”) Questo genere, istituito di recente, comprende microrga-
nismi classificati in precedenza nei generi Bacillus e Clostridium e include le seguenti spe-
cie: P. alvei, P. amylolyticus, P. azotofixans, P. circulans, P. durum, P. larvae, P. macerans,
P. macquariensis, P. pubuli, P. pulvifaciens e P. validus 2,8. Recentemente sono state aggiun-
te due nuove specie (P. lautus e P. peoriae 22). I paenibacilli sono noti per la capacità di
degradare numerose macromolecole, per la produzione di agenti antibatterici e antifungini e
perché alcuni di essi sono in grado di fissare l’N2 in associazione con piante. Una nuova spe-
cie è stata isolata da latte crudo e UHT 38.

Pandoraea Questi microrganismi, correlati ad alcune specie del genere Pseudomonas,
sono stati isolati la prima volta da saliva di pazienti affetti da fibrosi cistica7. Sebbene non
sia stato dimostrata la loro presenza abituale negli alimenti, la specie P. norimbergenesis è
stata isolata da latte in polvere35.

Pantoea Questo genere è costituito da bacilli Gram-negativi, non capsulati, asporigeni e
allungati, la maggior parte dei quali è mobile per mezzo di flagelli peritrichi. Ampiamente
distribuiti, sono presenti soprattutto sui vegetali e nei semi, nel suolo, nell’acqua e anche nella
specie umana. Alcuni di essi sono patogeni delle piante. Le quattro specie che rappresentano
il genere erano classificate in passato tra gli enterobatteri o nel genere Erwinia. P. agglome-
rans, infatti, oggi comprende Enterobacter agglomerans, Erwinia herbicola e E. milletiae,
mentre la specie P. ananas include le specie classificate in passato come Erwinia ananas e
E. uredovora. Infine P. stewartii era un tempo E. stewartii, mentre P. dispersa è una specie
originale18. Il contenuto mol% G+C del DNA va da 49,7 a 60,6 33.

Pediococcus Questi cocchi omofermentanti sono batteri lattici che si ritrovano aggregati in
coppie o tetradi, in quanto la loro divisione cellulare avviene su due piani. P. acidilactici,
una specie frequentemente impiegata come starter, è stata causa di setticemia in un uomo di
53 anni 19. Il contenuto mol% G+C del DNA è 34-44. Questo genere è discusso più ampia-
mente nel capitolo 7. La specie che in passato era denominata P. halophilus è ora collocata
nel genere Tetragenococcus con il nome T. halophilus; una delle sue caratteristiche è la
capacità di crescere in presenza di una concentrazione di NaCl del 18%.

Proteus Sono bacilli Gram-negativi enterici, aerobi, che spesso mostrano fenomeni di
pleomorfismo, caratteristica da cui deriva il loro nome. Sono tutti mobili e producono una
tipica patina sulla superficie delle piastre agarizzate; in vivo, essendo batteri enterici, colo-
nizzano il tratto intestinale di uomini e animali. Vengono isolati spesso da un’ampia varietà
di verdure e prodotti carnei, in particolar modo da quelli che subiscono alterazione a tempe-
rature tipiche dei mesofili.

Pseudomonas (“falsa monade”) Sono batteri tipici di suolo e acqua, ma in generale sono
largamente distribuiti negli alimenti freschi, specialmente in verdure, carni, pollame e frut-
ti di mare. Sebbene in passato costituisse il genere più ampio di batteri di interesse alimen-
tare, è stato ridimensionato a causa del trasferimento di numerose specie ad almeno 13 nuovi
generi: Acidovorax, Aminobacter, Brevundimonas, Burkholderia, Comamonas, Delftia,
Devosia, Herbaspirillium, Hydrogenophaga, Marinobacter, Ralstonia, Sphingomonas, Tel-
luria e Wautersia. P. fluorescens e P. aeruginosa rimangono nel genere originale (vedi rife-
rimento bibliografico 24).
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Psychrobacter Questo genere è stato creato principalmente per accogliere alcuni bacilli
Gram-negativi, non mobili, prima classificati nei generi Acinetobacter e Moraxella. Dal
punto di vista morfologico sono grossi coccobacilli spesso disposti in coppie; sono aerobi,
immobili, catalasi e ossidasi positivi e, generalmente, non fermentanti il glucosio. Lo svi-
luppo avviene a concentrazioni di NaCl del 6,5% e a 1 °C, ma non a 35 o a 37 °C. Sono in
grado di idrolizzare il Tween 80 e la maggior parte di essi è lecitinasi positiva (test del tuor-
lo d’uovo); sono sensibili alla penicillina e in grado di utilizzare il γ-aminovalerianato, a dif-
ferenza degli acinetobatteri, dai quali si distinguono, come si è detto, per la capacità di uti-
lizzare l’amminovalerianato e perché sono ossidasi positivi. Si differenziano dagli Pseudo-
monas non mobili per la loro incapacità di metabolizzare glicerolo e fruttosio. Per la gran-
de somiglianza con le moraxelle, sono stati collocati nella famiglia delle Moraxellaceae. Il
genere, come noto, comprende alcune specie prima incluse in Achromobacter e Moraxella.
Si ritrovano abitualmente su carni, pollame e pesce e nell’acqua26,39.

Salmonella Tutti i membri di questo genere di batteri enterici Gram-negativi sono consi-
derati patogeni per l’uomo. Le salmonelle sono state collocate in due specie; in particolare,
quelle responsabili di patologie nell’uomo sono riunite nella specie Salmonella enterica. I
sierotipi (serovar) appartenenti a questa specie sono oltre 2.400 e sono indicati facendo
seguire al nome del genere e della specie il nome del sierotipo (per esempio: Salmonella
enterica sierotipo Newport, oppure semplicemente Salmonella Newport) (vedi il capitolo 26
per maggiori dettagli). Il contenuto mol% G+C del DNA è 50-53.

Serratia Questi bacilli Gram-negativi, della famiglia delle Enterobacteriaceae, sono aerobi
e proteolitici; in genere producono pigmenti rossi sui terreni di coltura e in alcuni alimenti,
sebbene non siano rari anche ceppi non pigmentanti. S. liquefaciens è la specie maggiormen-
te riscontrata tra quelle di origine alimentare e causa alterazione di verdure e prodotti carnei
refrigerati. Il contenuto mol% G+C del DNA è 53-59. È interessante l’isolamento della spe-
cie sporigena S. marcescens, poi denominata S. marcescens subsp. sakuensis1.

Shewanella Il batterio, classificato un tempo come Pseudomonas putrefaciens e poi come
Alteromonas putrefaciens, è stato collocato in questo genere come S. putrefaciens. Si tratta
di Gram-negativi mobili, non pigmentati e dotati di flagello polare; dal punto di vista mor-
fologico assumono l’aspetto di bacilli dritti o ricurvi. Sono ossidasi positivi e hanno una
mol% G+C di 44-47. Le altre specie del genere, S. hanedai, S. benthica e S. colwelliana,
sono tutte associate ad habitat marini o acquatici. In particolare lo sviluppo di S. benthica è
favorito dalle alte pressioni idrostatiche14,32.

Shigella Tutti i membri di questo genere, presumibilmente enteropatogeni per l’uomo,
sono discussi approfonditamente nel capitolo 26.

Sphingomonas Questo genere comprende almeno 33 specie Gram-negative (caratterizzate
dalla produzione di pigmenti gialli), in precedenza incluse nel genere Flavobacterium. Si rin-
vengono per lo più in acqua e su alcuni vegetali; possono causare patologie nell’uomo 58.

Staphylococcus (cocchi a forma di grappolo) Questi cocchi Gram-positivi e catalasi positi-
vi includono S. aureus, coinvolto in diverse patologie dell’uomo, comprese le gastroenteriti
di origine alimentare. S. aureus e altri membri dello stesso genere sono discussi nel capitolo
23. S. caseolyticus è stato spostato nel nuovo genere Macrococcus, come M. caseolyticus 29.
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Stenotrophomonas (“che cresce su pochi substrati”) I rappresentanti di questo genere sono
bacilli Gram-negativi comunemente presenti sui vegetali e isolati da suolo, acqua e latte.
Sono promotori di crescita o simbionti nella rizosfera di numerose piante da raccolto 21. S.
maltophila è considerato il secondo batterio ospedaliero più diffuso dopo Pseudomonas
aeruginosa 21. La specie S. rhizophila è stata impiegata per il controllo delle patologie fun-
gine nelle piante (vedi riferimento bibliografico 57).

Vagococcus Questo genere è stato istituito sulla base dei risultati del sequenziamento del
16S e per riunire il gruppo dei lattococchi N. Sono mobili in quanto dotati di flagelli peri-
trichi, Gram-positivi e catalasi negativi; si sviluppano a 10 °C ma non a 45 °C. Sono in grado
di crescere in presenza di concentrazioni di NaCl del 4% ma non del 6,5% e nessuna cresci-
ta si realizza a pH 9,6. La parete cellulare di peptidoglicano è Lys-D-Asp e la mol% G+C è
33,6. Almeno una delle specie comprese nel genere produce H2S. Vengono frequentemente
isolati da acqua e pesci (ma anche da altri alimenti) e da feci 11,47. I rapporti filogenetici tra
i vagococchi e i generi a essi correlati, sono rappresentati in figura 25.1.

Vibrio Questi bacilli Gram-negativi, dritti o ricurvi, fanno parte della famiglia delle Vibrio-
naceae. Diverse specie presenti un tempo in questo genere sono ora classificate nel genere
Listonella 32. Le specie che provocano gastroenteriti e altri disturbi nell’uomo sono numero-
se e verranno discusse nel capitolo 28. Il contenuto mol% G+C del DNA è 38-51. Per la loro
distribuzione ambientale, si veda il riferimento bibliografico 13.

Weissella (dal nome di Weiss) Questo genere, facente parte dei batteri lattici, è stato istitui-
to nel 1993 e in parte collocato nel “ramo” del genere Leuconostoc dei latobacilli 9. Le sette
specie sono strettamente correlate ai leuconostoc, generano gas dai carboidrati e, a eccezio-
ne di W. paramesenteroides e W. hellenica, producono tutte DL-lattato dal glucosio. W. hel-
lenica è una nuova specie associata al processo di fermentazione delle salsicce greche 9. Leu-
conostoc paramesenteroides è oggi classificato come W. paramesenteroides, mentre le cin-
que specie W. confusa, W. halotolerans, W. kandleri, W. minor e W. viridescens erano in pre-
cedenza classificate come Lactobacillus spp. Il contenuto mol% G+C è 37-47.

Yersinia Questo genere include Y. pestis, l’agente della peste umana, e almeno una specie
responsabile di gastroenterite nell’uomo, Y. enterocolitica. I ceppi sorbosio positivi del bio-
gruppo 3A sono stati catalogati come specie e classificati come Y. mollaretii, mentre i ceppi
sorbosio negativi, come Y. bercovieri 49. Tutte le specie di interesse alimentare sono discus-
se nel capitolo 28. Il contenuto mol% G+C del DNA è 45,8-46,8. 

2.4  Generi di muffe comunemente riscontrati negli alimenti

Le muffe sono funghi filamentosi che si sviluppano sotto forma di masse intrecciate, si dif-
fondono rapidamente e possono espandersi, in 2 o 3 giorni, su larghe aree. L’agglomerato
complessivo, o un’ampia porzione di esso, è definito micelio ed è costituito da filamenti sin-
goli o ramificati denominati ife. Le muffe di maggiore rilievo negli alimenti si moltiplicano
per mezzo di ascospore, zigospore o conidi. Le ascospore di alcuni generi sono note per la
loro estrema resistenza al calore. Un gruppo forma picnidi o acervuli (piccoli corpi fruttife-
ri, a forma di fiasco, tappezzati di conidiospore). In alcuni gruppi, le artrospore originano
dalla frammentazione delle stesse ife.
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Durante gli anni Ottanta non si è assistito a radicali modifiche nella sistematica dei fun-
ghi di interesse alimentare. La maggior parte dei cambiamenti ha coinvolto la scoperta della
forma perfetta o sessuata di alcuni generi o specie ben noti. A questo proposito, i micologi
considerano il sistema di riproduzione dell’ascomicete come il più importante presente nei
funghi: tale modalità riproduttiva è denominata teleomorfa. Il nome attribuito alle specie
origina dalla forma teleomorfa, che assume carattere prioritario sul nome attribuito alla
forma anamorfa, che costituisce invece lo stato imperfetto o conidiale della specie. Il termi-
ne olomorfo indica che entrambi gli stati sono noti, ma è utilizzato il nome attribuito alla
forma teleomorfa. La collocazione tassonomica dei generi descritti è riassunta di seguito.
(Vedi riferimento bibliografico 3, 4, e 37 per le identificazioni; riferimento bibliografico 25
per le tipologie presenti nelle carni).

Gruppo: Zygomycota
Classe: Zygomycetes (micelio non settato, riproduzione per sporangiospore, crescita rapida)

Ordine: Mucorales
Famiglia: Mucoraceae

Genere: Mucor
Rhizopus
Thamnidium

Gruppo: Ascomycota
Classe: Plectomycetes (micelio settato, aschi contenenti in genere 8 ascospore)

Ordine: Eurotiales
Famiglia: Trichocomaceae

Genere: Byssochlamys
Emericella
Eupenicillium
Eurotium

Gruppo: Deuteromycota (“forme imperfette”, anamorfe; le forme perfette non sono note)
Classe: Coelomycetes 

Genere: Colletotrichum
Classe: Hyphomycetes (le ife danno origine a conidi)

Ordine: Hyphomycetales
Famiglia: Moniliaceae

Genere: Alternaria
Aspergillus
Aureobasidium (Pullularia)
Botrytis
Cladosporium
Fusarium
Geotrichum
Helminthosporium
Monilia /Sclerotinium
Penicillium
Stachybotrys
Trichothecium

Alcuni di questi generi sono brevemente descritti di seguito.
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Alternaria Micelio settato con conidiospore; producono grandi conidi scuri, caratterizzati
da svariate morfologie, e presentano setti sia trasversali sia longitudinali. Provocano marciu-
me marrone tendente al nero dei frutti con nocciolo, delle mele e dei fichi; anche la decom-
posizione del colletto degli agrumi è causata da specie e ceppi appartenenti a questo genere.
Questo fungo si sviluppa in campo sul frumento; è inoltre stato ritrovato sulle carni rosse.
Alcune specie producono micotossine (vedi capitolo 30).

Aspergillus Produce catene di conidi. Le forme perfette dei membri di questo genere sono
caratterizzate dalla presenza di cleistoteci contenenti ascospore; i generi più frequentemente
ritrovati negli alimenti sono Emericella, Eurotium o Neosartorya. Eurotium (in passato il
gruppo A. glaucus) produce un cleistotecio giallo luminoso e tutte le specie sono xerofile. E.
herbariorum è responsabile dell’alterazione di marmellate e gelatine d’uva 41. Emericella
produce cleistoteci bianchi e E. nidulans è la forma teleomorfa di Aspergillum nidulans. Neo-
sartorya produce cleistoteci bianchi e ascospore incolori. N. fischeri è resistente al calore e la
termoresistenza delle sue spore è simile a quella di Byssochlamys37. Gli aspergilli appaiono
dapprima gialli, poi tendono al verde e infine si anneriscono; possono contaminare un gran
numero di alimenti. Il marciume nero delle pesche, degli agrumi e dei fichi è una tipica alte-
razione prodotta nella frutta. Queste muffe sono state isolate anche da bacon e prosciutti
salati artigianali. Alcune specie provocano l’alterazione di oli, tra i quali quelli di palma, ara-
chidi e mais. A. oryzae e A. sojae sono entrambi coinvolti nella fermentazione del shogu; il
primo anche in quella del koji. A. glaucus è impiegato nella produzione del katsuobushi, un
prodotto fermentato ottenuto a partire dal pesce. Il gruppo A. glaucus-A. restrictus compren-
de funghi “di magazzino” che invadono cereali, semi, soia e fagioli comuni. A. niger produ-
ce β-galattosidasi, glucoamilasi, invertasi, lipasi e pectinasi; A. oryzae produce α-amilasi.
Diverse specie producono aflatossine, altre producono ocratossina A e sterigmatocistina (per
le micotossine, vedi capitolo 30).

Aureobasidium (Pullularia) Inizialmente producono colonie simili a quelle dei lieviti per
poi espandersi e provocare l’annerimento delle zone colpite. A. pullulans (Pullularia pullu-
lans) è la principale specie ritrovata negli alimenti. Possono, inoltre, ritrovarsi nei gamberi e
sono frequenti anche in frutta e vegetali; nella carne di manzo conservata per lungo tempo
provocano il fenomeno del cosiddetto “black spot” (macchia nera).

Botrytis Generano conidiofori lunghi, sottili e spesso pigmentati. Il micelio è settato e i
conidi, di colore grigio e nero, sono originati da cellule apicali; talvolta vengono prodotti
sclerozi irregolari. B. cinerea è la specie maggiormente ritrovata negli alimenti ed è noto
come agente responsabile del marciume grigio di mele, pere, lamponi, fragole, uva, mirtilli,
agrumi e di alcuni frutti con nocciolo (vedi capitolo 6).

Byssochlamys Questo genere è la forma teleomorfa di alcune specie di Paecilomyces, ma
quest’ultimo non si ritrova negli alimenti 37. Byssochlamys è un ascomicete costituito da aschi
aperti, ognuno dei quali contiene otto ascospore. Le ascospore sono note per l’elevata resi-
stenza al calore; infatti, causano alterazione di alimenti in scatola a elevata acidità. Durante
il loro sviluppo possono tollerare bassi valori di potenziale di ossido-riduzione (Eh). Alcune
specie producono pectinasi; in particolare, B. fulva e B. nivea provocano alterazione delle
conserve di frutta in bottiglia. Questi organismi sono associati quasi esclusivamente all’alte-
razione degli alimenti; B. fulva possiede un valore D a 90 °C compreso tra 1 e 12 minuti e
un valore z di 6-7 °C 37.
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Cladosporium Questo genere presenta ife settate e conidi gemmati neri e diversamente
ramificati. In coltura la crescita si presenta vellutata con colorazione dal verde oliva al nero;
alcuni conidi hanno morfologia simile a quella di un limone. C. herbarum è responsabile di
“black spot” su manzo e carne di montone congelata. Alcuni alterano il burro e la margari-
na, mentre altri causano un limitato marciume in frutta con nocciolo e marciume nero nelle
uve. Sono muffe da campo e si sviluppano sulle cariossidi di orzo e frumento. C. herbarum
e C. cladosporioides sono le specie più diffuse su frutta e verdura.

Colletotrichum Appartengono alla classe dei Coelomycetes e formano conidi all’interno di
acervuli. Il genere produce conidiospore semplici ma allungate e conidi ialini monocellula-
ri, ovoidali o oblunghi. Gli acervuli sono a forma di disco o cuscino, cerosi e generalmente
di colore scuro. C. gloeosporioides è la specie di interesse alimentare: produce antracnosi
(macchie marroni/nere) su alcuni frutti, specie di origine tropicale, come mango e papaia.

Fusarium Presenta un micelio molto esteso, cotonoso, con colorazioni rosa, rosso, porpo-
ra o marrone. Produce conidi settati, da fusiformi a falciformi (macroconidi). Causa marciu-
me marrone di agrumi e ananas e marciume molle dei fichi. Come muffe da campo, alcune
colpiscono le cariossidi di frumento e orzo. Alcune specie producono zearalenone, fumoni-
sine e tricoteceni (vedi capitolo 30).

Geotrichum (un tempo note come Oidium lactis e Oospora lactis) Questi funghi, con carat-
teristiche intermedie tra lieviti e muffe, sono generalmente bianchi. Le ife sono settate e la
riproduzione avviene mediante formazione di artroconidi dalle ife vegetative; gli artroconi-
di si caratterizzano per le estremità appiattite. G. candidum, la forma anamorfa di Dipoda-
scus geotrichum, è la specie più importante negli alimenti. È definita in vari modi, tra i quali
“muffa casearia”, perché conferisce il sapore e l’aroma a molti tipi di formaggi, e “muffa
delle attrezzature”, in quanto si accumula sulle attrezzature che vengono a contatto con gli
alimenti durante la loro trasformazione, in particolare nelle industrie che producono conser-
ve di pomodoro. Le specie di questo genere causano marciume acido degli agrumi e delle
pesche e alterano la crema di latte. Sono ampiamente diffusi e sono stati ritrovati sulle carni
e su molti vegetali. Alcuni partecipano alla fermentazione del gari.

Monilia /Sclerotinium I conidi prodotti da questo genere hanno colorazione rosa, grigio o
marrone chiaro. M. sitophila è la forma conidiale di Neurospora intermedia; Monilia rappre-
senta invece quello di Monilinia fructicola. Provocano marciume marrone dei frutti con noc-
ciolo, come le pesche. M. laxa produce il marciume bruno delle drupacee.

Mucor Producono ife non settate sulle quali compaiono gli sporangiofori, che supportano
la columella alla base dello sporangio. I membri di questo genere non producono né rizoidi
né stoloni. Le colonie sono spesso cotonose. Alcune specie causano alterazioni descritte
come “basette”, nella carne di manzo, e “black spot”, in quella di montone congelato. Alme-
no una specie, M. miehei, produce una lipasi ed è stata ritrovata negli alimenti fermentati, in
bacon e su numerosi vegetali. Una specie fermenta il siero di latte di soia.

Penicillium Quando le conidiospore e i conidi sono le uniche strutture riproduttive presen-
ti, questo genere viene collocato nella classe dei Deuteromycota; è invece posto tra gli asco-
miceti quando sono formati i cleistoteci con le ascospore, come in Talaromyces o Eupenicil-
lium. Dei due generi teleomorfi, Talaromyces è il più importante in relazione agli alimenti 37.
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T. flavus è il teleomorfo di P. dangeardii, è coinvolto nell’alterazione di succhi di frutta con-
centrati 27 e produce spore termoresistenti. Quando i penicilli formano conidi, questi si stac-
cano dalle fialidi. Sugli alimenti le colorazioni tipiche di queste muffe vanno dal blu al blu
tendente al verde. Alcune specie provocano i marciumi fungini blu e verdi degli agrumi e
quello blu di mele, uva, pere e frutta con nocciolo. P. roqueforti conferisce colorazione blu
al formaggio. Alcune specie producono citrinina, tossina del riso ingiallito, ocratossina A,
rubratossina B e altre micotossine (vedi capitolo 30).

Rhizopus Producono ife non settate da cui originano stoloni e rizoidi. Gli sporangiofori si
sviluppano in gruppi nella parte terminale degli stoloni, in corrispondenza del punto di ori-
gine dei rizoidi. R. stolonifer è di gran lunga la specie più comune negli alimenti. Indicate
talvolta come “muffe del pane”, producono il marciume molle acquoso di mele, pere, frutta
con nocciolo, uve, fichi ecc. Alcune causano black spot su manzo e carne di montone conge-
lata; possono essere riscontrati su bacon e altre carni trasformate. Alcune specie producono
pectinasi; R. oligosporus è importante nella produzione di prodotti fermentati, quali oncom,
bongkrek e tempeh. 

Thamnidium Queste muffe producono piccoli sporangi derivanti da strutture altamente
ramificate. T. elegans è l’unica specie ed è conosciuta per il suo sviluppo su quarti posterio-
ri di manzo refrigerati, dove presenta la caratteristica crescita “a basetta”. Meno frequente-
mente viene trovata in uova alterate.

Trichothecium Il genere è caratterizzato da ife settate, che portano conidiofori semplici, lun-
ghi e sottili. T. roseum, unica specie del genere, presenta una colorazione rosea e provoca il
marciume rosa della frutta; è anche responsabile del marciume molle delle cucurbitacee e si
trova comunemente su orzo, frumento, mais e noci pecan. Alcuni ceppi producono micotossi-
ne (vedi capitolo 30).

Altre muffe Delle due categorie di microrganismi qui discusse, la prima è costituita da
generi diversi ritrovati in alcuni alimenti, ma generalmente considerati di scarso rilievo.
Questi sono Cephalosporium, Diplodia e Neurospora. Cephalosporium è un deuteromicete
spesso presente in cibi surgelati; le sue microspore sono simili a quelle di alcune specie di
Fusarium. Diplodia è un altro deuteromicete ed è responsabile del marciume del colletto
degli agrumi e del marciume acquoso delle pesche; Neurospora appartiene al gruppo degli
ascomiceti e comprende una specie, N. intermedia, nota come “muffa rossa del pane”; la
forma anamorfa di N. intermedia è rappresentata da Monilia sitophila, importante nella fer-
mentazione dell’oncom e ritrovata anche sulle carni. Macchie bianche (white spot) sulla
carne di manzo sono causate da Sporotrichum spp., mentre marciumi di diversi frutti sono
provocati da specie del genere Gloeosporium. Alcuni Helminthosporium spp. sono patogeni
delle piante mentre altri sono saprofiti.

Neosartorya fischeri (forma anamorfa di Aspergillus fischerianus) è stata descritta nei
primi anni Sessanta come responsabile dell’alterazione di prodotti derivati dalla frutta. Le
sue ascospore sono molto resistenti al calore, essendo in grado di resistere all’ebollizione in
acqua distillata addirittura per un’ora. Hanno infatti un valore D a 87 °C di circa 11 minuti
in tampone fosfato. È interessante il fatto che produca diverse micotossine: fumitremorgina
A, B e C, terrein, verruculogeno e fischerina (metaboliti fungini).

La seconda categoria comprende muffe xerofile, molto importanti in quanto responsabili
di alterazioni. In aggiunta ai generi Aspergillus e Eurotium, Pitt e Hocking37 includono tra
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le muffe xerofile altri sei generi: Basipetospora, Chrysosporium, Eremascus, Polypaecilum,
Wallemia e Xeromyces. Queste muffe si distinguono per la capacità di crescere a valori di aw

(activity water) di 0,85: sono quindi particolarmente importanti per gli alimenti la cui con-
servabilità è legata a bassi valori di aw .

Il genere Wallemia forma colonie marrone scuro su terreni di coltura e alimenti. W. sebi
(un tempo denominato Sporendonema) è la specie maggiormente conosciuta; è in grado di
crescere in presenza di valori di aw = 0,69 e provoca la comparsa di “muffe brune” su pesce
essiccato e salato.

Xeromyces comprende un’unica specie, X. bisporus, costituita da cleistoteci incolori con
aschi evanescenti contenenti due ascospore. Tra tutte le specie conosciute, questo microrga-
nismo ha il più basso valore di aw per la crescita 37: il valore massimo è circa 0,97, l’optimum
0,88 e il minimo 0,61. L’indice termico D a 82,2 °C è di 2,3 minuti. Causa problemi in ali-
menti quali liquirizia, prugne, cioccolato, sciroppi e prodotti simili.

2.5  Generi di lieviti comunemente riscontrati negli alimenti

I lieviti sono funghi unicellulari, al contrario delle muffe che presentano strutture pluricel-
lulari; tuttavia, questa definizione non è precisa, poiché alcuni lieviti – seppure in misura
diversa – sono in grado di formare pseudomiceli.

I lieviti possono essere discriminati dai batteri per le maggiori dimensioni delle cellule e
per la morfologia ovale, allungata, ellittica o sferica. Le dimensioni cellulari variano da 5 a
8 μm di diametro (in alcuni casi anche più); le colture di lieviti più vecchie tendono ad avere
cellule più piccole. La maggior parte delle specie che rivestono un ruolo importante negli
alimenti si riproducono per gemmazione o scissione binaria.

I lieviti possono crescere entro ampi intervalli di pH e con concentrazioni di etanolo fino
al 18%. Inoltre, molti si sviluppano in presenza di concentrazioni zuccherine del 55-60%.
Le colorazioni prodotte dai lieviti sono diverse, potendo variare dal crema, al rosa, al rosso.
Le ascospore e le artrospore di alcune specie sono piuttosto resistenti al calore. (Le artro-
spore sono prodotte da alcuni funghi simili a lieviti.)

Nello scorso decennio lo studio della tassonomia dei lieviti è stato compiuto mediante
l’impiego di nuove metodiche basate sull’analisi del 5S rRNA, sulla composizione in basi
del DNA e sui profili del coenzima Q. Le tecniche basate sull’analisi della sequenza del 5S
rRNA sono più utilizzate rispetto a quelle che studiano frazioni più ampie di RNA per le
maggiori dimensioni del genoma dei lieviti.

Nella sistematica dei lieviti si sono succeduti numerosi cambiamenti, dovuti sia all’uti-
lizzo di nuove metodiche, sia alla filosofia che tende al raggruppamento piuttosto che alla
suddivisione dei taxa. Uno dei più autorevoli lavori sulla sistematica dei lieviti è stato pub-
blicato da Kreger-van Rij nel 1984 30. In questo testo, quello che in passato era il genere
Torulopsis è stato collocato nel genere Candida e alcune specie, prima appartenenti al gene-
re Saccharomyces, sono state poste nei generi Torulaspora e Zygosaccharomyces. Oggi sono
conosciute le forme teleomorfe, o forme perfette, di molti lieviti; per tale motivo è piuttosto
difficile fare riferimento alla vecchia letteratura.

Di seguito è riassunta la tassonomia di 15 generi di lieviti di interesse alimentare. Per
avere un’eccellente disamina su questo argomento, si consiglia la lettura dei lavori pubbli-
cati da Deak e Beuchat 15, Beneke e Stevenson 3 e da Pitt e Hocking 37. Per l’identificazione,
Deak e Beuchat 15 hanno presentato un’ottima e semplice chiave di lettura sui lieviti di ori-
gine alimentare.
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Divisione: Ascomycotina
Famiglia: Saccharomycetaceae (formano ascospore e artrospore; riproduzione vegetativa
per gemmazione o scissione binaria)

Sottofamiglia: Nadsonioideae
Genere: Hanseniaspora

Sottofamiglia: Saccharomycotoideae
Genere: Debaryomyces

Issatchenkia
Kluyveromyces
Pichia
Saccharomyces
Torulaspora
Zygosaccharomyces

Sottofamiglia: Schizosaccharomycetoideae
Genere: Schizosaccharomyces

Divisione: Deuteromycotina
Famiglia: Cryptococcaceae (definiti “forme imperfette”: riproduzione per gemmazione)

Genere: Brettanomyces
Candida
Cryptococcus
Rhodotorula
Trichosporon

I generi sopra elencati sono brevemente esaminati di seguito.

Brettanomyces (la forma perfetta è Dekkera) Questi lieviti asporigeni formano cellule ogi-
vali e gemme terminali. Producono acido acetico dal glucosio esclusivamente in condizio-
ni di aerobiosi. B. intermedius è la specie più frequentemente riscontrata e può crescere a
valori di pH fino a 1,8. Le specie appartenenti a questo genere causano alterazione della
birra, del vino, di bibite e sottaceti; alcune sono coinvolte nei fenomeni di post fermenta-
zione di alcune birre e di alcune ale (birre ad alta fermentazione). D. bruxellensis è coinvol-
ta nella fermentazione di numerose paste acide e contribuisce alla formazione di ammine
biogene nel vino rosso.

Candida Questo genere è stato istituito nel 1923 da Berkhout, da allora è stato oggetto di
numerosi cambiamenti, sia nella definizione sia nella composizione 46. È considerato un
insieme tassonomico eterogeneo, che può essere suddiviso in 40 segmenti, comprendenti 3
gruppi principali costituiti esclusivamente sulla base di studi del cariotipo per elettroforesi e
della composizione in acidi grassi 47. Il nome generico significa “bianco brillante”, in quan-
to le cellule non contengono alcun pigmento carotenoide. Di seguito sono elencate le specie
di ascomiceti con forma imperfetta collocati in questo genere, incluso quello che un tempo
era il genere Torulopsis.

Candida famata (Torulopsis candida; T. famata)

Candida kefyr (Candida pseudotropicalis, T. kefyr; Torula cremoris)

Candida stellata (Torulopsis stellata)

Candida holmii (Torulopsis holmii)
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Numerose forme anamorfe di Candida sono ora collocate nei generi Kluyveromyces e
Pichia 15. Candida lipolytica è la forma anamorfa di Saccharomycopsis lipolytica.

I membri di questo genere sono i lieviti più comuni nella carne di manzo fresca macina-
ta e nel pollame; C. tropicalis è la specie maggiormente riscontrata negli alimenti in gene-
rale. Alcune specie sono coinvolte nella fermentazione dei semi di cacao, come componen-
ti nei grani di kefir e in molti altri prodotti, tra i quali birre, ale e succhi di frutta.

Cryptococcus Questo genere rappresenta la forma anamorfa di Filobasidiella e di altri
basidiomiceti. Sono specie asporigene, si riproducono per gemmazione multilaterale e sono
incapaci di fermentare gli zuccheri. Hanno aspetto ialino, con pigmentazione rossa o aran-
cione; possono formare artrospore. Sono stati ritrovati su vegetali, nel suolo, su fragole e
altri frutti, pesci marini, gamberi e carne di manzo fresca macinata.

Debaryomyces Questi lieviti formano ascospore, si riproducono per gemmazione multila-
terale e talora producono uno pseudomicelio. È uno dei due generi di lieviti più frequente-
mente riscontrati nei prodotti lattiero-caseari. D. hansenii rappresenta quelli che un tempo
erano D. subglobosus e Torulaspora hansenii ed è la principale specie di interesse alimen-
tare; può crescere a concentrazioni di NaCl del 24% e a valori di aw fino a 0,65. È respon-
sabile della formazione di mucillagini sui würstel, si sviluppa nelle salamoie e sui formag-
gi e causa alterazione di succo d’arancia concentrato e yogurt.

Hanseniaspora Si tratta di lieviti apiculati; la forma anamorfa corrisponde a Kloeckera
spp. Esibiscono una gemmazione di tipo bipolare; di conseguenza, producono cellule con
forma simile a quella di un limone. Gli aschi contengono da due a quattro spore a forma di
cappello. Fermentano gli zuccheri e possono essere presenti in numerosi alimenti, in parti-
colare fichi, pomodori, fragole e agrumi, e nella fermentazione delle fave di cacao.

Issatchenkia I membri di questo genere producono uno pseudomicelio e si moltiplicano
per gemmazione multilaterale. Sono state qui collocate alcune specie prima appartenenti al
genere Pichia. Questi lieviti formano una caratteristica pellicola superficiale sui terreni
liquidi di crescita. I. orientalis è la forma teleomorfa di Candida krusei. Contengono il coen-
zima Q-7 e sono diffusi in una grande varietà di alimenti.

Kluyveromyces (Fabospora) Si tratta di lieviti che formano ascospore (le spore hanno
forma sferica) e si riproducono per gemmazione multilaterale. K. marxianus oggi include
quelle che in passato erano le specie K. fragilis, K. lactis, K. bulgaricus, Saccharomyces lactis
e S. fragilis. K. marxianus è una delle due specie di lieviti più frequentemente riscontrate
nei prodotti lattiero-caseari. Le specie del genere Kluyveromyces producono β-galattosidasi
e fermentano vigorosamente gli zuccheri, incluso il lattosio. K. marxianus contiene il coen-
zima Q-6 ed è responsabile della fermentazione del kumiss; inoltre è impiegato per la pro-
duzione di lattasi e di biomassa dal siero. Le specie di questo genere si trovano su una gran-
de varietà di frutti; K. marxianus è causa di alterazione del formaggio.

Pichia Questo genere è il più ampio tra i lieviti perfetti. Produce gemme multilaterali, gli
aschi solitamente contengono quattro spore di forma sferoidale a cappello (detta anche “a
saturno”); può formare pseudomiceli e artrospore. Diverse specie che producono spore a
forma di cappello possono appartenere a Williopsis spp.; alcune specie prima collocate in
questo genere sono ora classificate nel genere Debaryomyces. P. guilliermondii rappresen-
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ta la forma perfetta di Candida guillermondii; la forma anamorfa di P. membranaefaciens è
Candida valida. Le specie del genere Pichia formano caratteristiche pellicole sui terreni
liquidi e svolgono un ruolo importante nella produzione di alimenti tradizionali in diverse
parti del mondo. Alcune specie sono state isolate su pesce fresco e gamberi. Questi lieviti
sono noti per la capacità di crescere nella salamoia delle olive e per essere causa di altera-
zione di sottaceti e crauti.

Rhodotorula Questi lieviti rappresentano le forme anamorfe di basidiomiceti. I produttori
di teliospore si trovano nel genere Rhodosporium. Si riproducono mediante gemmazione
multilaterale e non sono fermentanti. R. glutinis e R. mucilaginosa sono le due specie rinve-
nute più frequentemente negli alimenti; producono pigmenti dal rosa al rosso: la maggior
parte ha colorazione arancione o rosa salmone. Il genere contiene molte specie/ceppi psicro-
trofi, presenti in pollame fresco, gamberi, pesce e carne di manzo. Alcuni crescono sulla
superficie del burro.

Saccharomyces Le specie di lieviti appartenenti a questo genere si moltiplicano per gem-
mazione multilaterale e producono ascospore sferiche contenute all’interno di aschi. S.
bisporus e S. rouxii precedentemente classificate in questo genere, fanno ora parte del gene-
re Zygosaccharomyces, mentre la specie in passato denominata S. rosei è ora inclusa nel
genere Torulaspora. Tutti i lieviti che attuano la fermentazione del pane, della birra, del vino
e dello champagne appartengono alla specie S. cerevisiae, che raramente causa alterazioni.
Sono stati anche ritrovati nei granuli del kefir e possono essere isolati da diverse tipologie
di alimenti, quali salami stagionati e numerosi frutti.

Schizosaccharomyces Forma ascospore e si divide per scissione agamica; può produrre
pseudoife (pseudomicelio) e artrospore. Gli aschi contengono da quattro a otto spore a forma
di fagiolo; non sono prodotte gemme. S. pombe è la specie maggiormente riscontrata, è
osmofila e resistente ad alcuni conservanti chimici. Il metabolismo è di tipo fermentativo
con bassa produzione di alcol. È responsabile della fermentazione maloalcolica. Il suo eco-
sistema tipico è rappresentato dai succhi di frutta.

Torulaspora Questo genere si riproduce per gemmazione multilaterale; le spore sono sfe-
riche e protette in aschi. Tre specie aploidi, precedentemente collocate nel genere Saccharo-
myces, appartengono ora a questo genere. Sono forti fermentatori di zuccheri e contengono
il coenzima Q-6. T. delbrueckii è la specie maggiormente riscontrata.

Trichosporon Questi lieviti ossidativi non producono ascospore e si moltiplicano sia per
gemmazione sia mediante formazione di artroconidi. Essi producono un vero micelio; la
capacità di fermentare gli zuccheri è assente o debole. Sono coinvolti nella fermentazione
dei semi delle fave di cacao e degli idli (piccoli pancake cotti al vapore che si servono a
colazione o come snack, diffusi nel sud dell’India). Sono stati anche isolati da gamberi fre-
schi, carne di manzo macinata, pollame, agnello congelato e altri alimenti. T. pullulans è la
specie maggiormente presente ed è provvista di lipasi.

Yarrowia In passato questi lieviti erano classificati come Saccharomycopsis; appartengono
all’ordine Endomycetales e sono presenti abitualmente su frutta, vegetali, carni e pollame.
Candida lipolytica rappresenta la forma anamorfa, Y. lipolytica quella teleomorfa (perfetta);
quest’ultimo è tra i lieviti più importanti tra quelli coinvolti nella maturazione dei formaggi.
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Zygosaccharomyces Questo genere si moltiplica per gemmazione multilaterale e produce
ascospore a forma di fagiolo, generalmente libere all’interno di aschi. La maggior parte delle
specie di questo genere è aploide e forte fermentatrice di zuccheri. Z. rouxii è la specie più
importante ed è in grado di crescere a valori di aw di 0,62 (è secondo solo a Xeromyces
bisporus nella capacità di crescere a bassi aw)47. Alcuni sono coinvolti nella fermentazione
di shoyu (salsa di soia) e miso; altri sono considerati alteranti di maionese e condimenti, in
particolar modo Z. bailii, che può crescere a pH 1,8 37.
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Poiché i nostri alimenti sono di origine animale e/o vegetale, è utile prendere in esame le
caratteristiche dei loro tessuti che influenzano la crescita microbica. Tutti i vegetali e gli ani-
mali, che costituiscono la nostra fonte di cibo, hanno sviluppato meccanismi di difesa con-
tro l’invasione e la proliferazione dei microrganismi; alcuni di tali meccanismi persistono
anche negli alimenti freschi. Considerando attentamente questi fenomeni naturali, è possibi-
le utilizzarli efficacemente, in tutto o in parte, per prevenire o ritardare lo sviluppo di micror-
ganismi patogeni o alteranti nei prodotti in cui sono presenti.

3.1  Parametri intrinseci

Le caratteristiche dei tessuti animali e vegetali – che sono parte integrante dei tessuti stessi
– vengono definite parametri intrinseci 33 e comprendono:

1. pH;
2. contenuto di umidità (aw);
3. potenziale di ossido-riduzione (Eh);
4. contenuto di nutrienti;
5. costituenti antimicrobici;
6. strutture biologiche.

Ognuno di questi fattori in grado di influenzare lo sviluppo microbico qui discusso,
ponendo particolare attenzione agli effetti sui microrganismi presenti negli alimenti.

3.1.1  pH

È ormai accertato che la maggior parte dei microrganismi cresce meglio a valori di pH attor-
no a 7,0 (6,6-7,5), mentre solo pochi sono in grado di crescere a pH inferiori a 4,0 (figura
3.1). In relazione al pH, in generale i batteri tendono a essere più sensibili rispetto ai lievi-
ti e alle muffe; i patogeni, in particolare, sono i più esigenti. In figura 3.1 sono riportati i
valori minimi e massimi di pH per alcuni microrganismi di interesse alimentare; è bene pre-
cisare che tali valori sono puramente indicativi, poiché i valori limite effettivi per lo svilup-
po dei microrganismi sono influenzati anche da altri parametri di crescita. Per esempio, è
stato dimostrato che il pH minimo di alcuni lattobacilli dipende dal tipo di acido utilizzato:
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gli acidi citrico, cloridrico, fosforico e tartarico consentono la crescita a valori di pH più
bassi rispetto agli acidi acetico o lattico. In presenza di una concentrazione 0,2 M di NaCl,
Alcaligenes faecalis è in grado di crescere entro un ampio range di pH, superiore rispetto a
quando il microrganismo si trova in assenza di NaCl o in presenza di una concentrazione
0,2 M di sodio citrato (figura 3.2). Dalla tabella 3.1, si può osservare che alimenti come la
frutta, le bevande analcoliche, l’aceto e il vino hanno tutti un valore di pH inferiore a quel-
lo al quale i batteri crescono normalmente. L’eccellente difesa naturale mostrata da questi
prodotti è dovuta in gran parte al loro pH. È noto che, in generale, la frutta è soggetta
soprattutto ad alterazioni causate da muffe e lieviti e ciò è legato alla capacità di questi
microrganismi di crescere a pH < 3,5, valore considerato inferiore alla soglia minima di svi-
luppo per gran parte dei batteri alteranti e patogeni di interesse alimentare (tabella 3.2). 

Si può inoltre osservare, dalla tabella 3.3, che la maggior parte delle carni e dei prodotti
ittici presenta un pH finale di circa 5,6 o superiore, tale da rendere questi prodotti suscetti-
bili all’attacco di batteri, come pure a quello di muffe e lieviti alteranti. 

0pH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Muffe

Lieviti

Alicyclobacillus spp.

Salmonella spp.

Acetobacter spp.

Listeria monocytogenes

Yersinia enterocolitica

Escherichia coli

Clostridium botulinum

Bacillus cereus

Campylobacter spp.

Shigella spp.

Vibrio parahaemolyticus

Vibrio cholerae

Clostridium perfringens

Figura 3.1 Range di pH indicativi per lo sviluppo di alcuni microrganismi patogeni di interesse alimentare.
I range di pH per L. monocytogenes e S. aureus sono simili.
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A proposito delle difese naturali delle carni, è certo che la carne ottenuta da animali stres-
sati si altera più velocemente rispetto a quella proveniente da animali riposati e che ciò è una
conseguenza diretta del pH finale raggiunto al termine del processo di rigor mortis. In un ani-
male da carne non stressato, dopo la morte di norma l’1% del glicogeno è convertito in acido
lattico, che causa direttamente un abbassamento del pH da 7,4 circa fino a 5,6 circa, a secon-
da del tipo di animale. Nella carne bovina dopo il rigor mortis Callow11 osservò un valore
minimo di pH di 5,1 e massimo di 6,2. Il valore di pH normalmente raggiunto dopo il com-
pletamento del rigor mortis nella carne bovina è circa 5,6 5. Sempre Callow riscontrò nelle
carni di agnello e maiale valori di pH minimi e massimi, rispettivamente, di 5,4 e 6,7 e di 5,3
e 6,9. Briskey8 osservò che, in particolari condizioni, la carne di maiale può raggiungere
valori finali di pH pari anche a 5,0. L’effetto di tali valori di pH sui microrganismi, in parti-
colar modo sui batteri, è evidente.

Per quanto riguarda i pesci, l’ippoglosso solitamente raggiunge un valore di pH finale
attorno a 5,6 e presenta, per tale motivo, una migliore conservabilità rispetto ad altri pesci,
che mostrano valori finali di pH compresi nell’intervallo 6,2-6,6 42.
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Figura 3.2 Rapporti tra pH, concentrazione di NaCl e di Na citrato sulla velocità di crescita di Alcaligenes
faecalis in presenza di 1% di peptone:  A = 1% peptone; B = 0,2 M NaCl; C = 1% peptone + 0,2 M di Na
citrato. (Modificata da Sherman e Holm48, con autorizzazione dell’editore)



Alcuni alimenti sono caratterizzati da acidità intrinseca, altri devono la loro acidità o pH
all’azione di alcuni microrganismi; nel secondo caso l’acidità è definita biologica ed è pre-
sente in prodotti quali latti fermentati, crauti e sottaceti. In ogni caso, a prescindere dalla sua
origine, l’effetto dell’acidità sulla conservazione degli alimenti sembra essere il medesimo.

Gli alimenti che mostrano migliore resistenza alle variazioni di pH vengono definiti a
effetto tampone. In generale, le carni possiedono un effetto tampone maggiore rispetto ai
vegetali, soprattutto grazie alle proteine in esse contenute. I prodotti di origine vegetale
hanno un minore contenuto proteico, di conseguenza sono sprovvisti dell’effetto tampone
per contrastare i cambiamenti di pH causati dallo sviluppo dei microrganismi (vedi tabelle
6.4 e 6.5 per la composizione chimica media percentuale dei vegetali).

È stata valutata la capacità di E. coli di crescere in tre diverse tipologie di senape vendute
al dettaglio, inoculate con una concentrazione di 106 ufc/g di questo microrganismo: in tutte
e tre le tipologie di prodotto si è osservata inibizione dello sviluppo 31. Nelle senapi tipo Digio-
ne (pH 3,55-3,60) il microrganismo non è stato rilevato neppure dopo aver lasciato i prodot-
ti per 3 ore a temperatura ambiente e per 2 giorni a 5 °C. Nelle senapi gialle e in quelle deli-
cate (pH 3,30 e 3,38 rispettivamente) il microrganismo non è stato riscontrato dopo 1 ora31.

L’acidità naturale o intrinseca degli alimenti, in particolare della frutta, può essersi evo-
luta come meccanismo di difesa dei tessuti nei confronti dell’attacco dei microrganismi. È

Microbiologia degli alimenti44

Tabella 3.1 Valori indicativi di pH di alcuni prodotti ortofrutticoli freschi

Prodotti pH Prodotti pH

Verdura Frutta
Asparagi (germogli e gambi) 5,7-6,1 Arance (succo) 3,6-4,3
Barbabietole (da zucchero) 4,2-4,4 Angurie 5,2-5,6
Broccoli 6,5 Banane 4,5-4,7
Carote 4,9-5,2; 6,0 Fichi 4,6
Cavoletti di Bruxelles 6,3 Lime 1,8-2,0
Cavolfiori 5,6 Mele 2,9-3,3
Cavoli (verdi) 5,4-6,0 Mele (succo) 3,3-4,1
Cavoli rapa 6,3 Meloni (honey dew) 6,3-6,7
Cetrioli 3,8 Pompelmo (succo) 3,0
Cipolle (rosse) 5,3-5,8 Prugne 2,8-4,6
Fagioli (taccole e Lima) 4,6-6,5 Sidro di mele 3,6-3,8
Lattuga 6,0 Uva 3,4-4,5
Mais (dolce) 7,3
Melanzane 4,5
Olive 3,6-3,8
Pastinache 5,3
Patate (tuberi e dolce) 5,3-5,6
Pomodori (interi) 4,2-4,3
Prezzemolo 5,7-6,0
Rabarbaro 3,1-3,4
Rape 5,2-5,5
Sedano 5,7-6,0
Spinaci 5,5-6,0
Zucca 4,8-5,2
Zucchine 5,0-5,4
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Tabella 3.2 Valori minimi di pH per la crescita di alcuni
batteri di origine alimentare

Specie batterica pH

Aeromonas hydrophila ~ 6,0
Asaia siamensis 3,0
Alicyclobacillus acidocaldarius 2,0
Bacillus cereus 4,9
Botrytis cinerea 2,0
Clostridium botulinum, Gruppo I 4,6
C. botulinum, Gruppo II 5,0
C. perfringens 5,0
Escherichia coli O157:H7 4,5
Gluconobacter spp. 3,6
Lactobacillus brevis 3,16
L. plantarum 3,34
L. sakei 3,0
Lactococcus lactis 4,3
Listeria monocytogenes 4,1
Penicillium roqueforti 3,0
Propionibacterium cyclohexanicum 3,2
Plesiomonas shigelloides 4,5
Pseudomonas fragi ~ 5,0
Salmonella spp. 4,05
Shewanella putrefaciens ~ 5,4
Shigella flexneri 5,5-4,75
S. sonnei 5,0-4,50
Staphylococcus aureus 4,0
Vibrio parahaemolyticus 4,8
Yersinia enterocolitica 4,18
Zygosaccharomyces bailii 1,8

Tabella 3.3 Valori approssimativi di pH di alcuni prodotti alimentari

Prodotti pH Prodotti pH

Prodotti lattiero-caseari
Burro 6,1-6,4
Siero di latte 4,5
Latte 6,3-6,5
Panna 6,5
Formaggio 4,9-5,9

Carne e pollame
Carne di manzo (macinata) 5,1-6,2
Prosciutto 5,9-6,1
Carne di vitello 6,0
Pollo 6,2-6,4
Fegato 6,0-6,4

Pesci, crostacei e molluschi
Pesce (la maggior parte delle specie)* 6,6-6,8
Vongole 6,5
Granchi 7,0
Ostriche 4,8-6,3
Tonno 5,2-6,1
Gamberetti 6,8-7,0
Salmone 6,1-6,3
Pesce bianco 5,5

* Subito dopo la morte



interessante osservare che la frutta presenta valori di pH inferiori a quelli necessari per la
crescita della maggior parte dei microrganismi alteranti: ciò può essere giustificato conside-
rando che la funzione biologica del frutto è la protezione del corpo riproduttivo della pian-
ta, cioè il seme. Tale fatto, da solo, è stato senza dubbio abbastanza importante nel processo
evolutivo che ha portato all’ampia molteplicità di frutti di cui disponiamo oggi. Nonostante
il pH degli animali in vita favorisca lo sviluppo della maggior parte degli organismi alteran-
ti, vi sono altri parametri intrinseci che entrano in gioco per consentire la sopravvivenza e la
crescita dell’organismo animale.

Sebbene valori acidi di pH siano più efficaci nell’inibire lo sviluppo microbico, anche
l’alcalinità – compresa nell’intervallo di pH da 12 a 13 – può essere letale, almeno per alcu-
ni batteri. Per esempio l’impiego di Ca(OH)2 , per portare il pH di alcuni alimenti freschi
entro questo range, si è dimostrato letale per Listeria monocytogenes e per altri patogeni di
interesse alimentare.

Effetti del pH

Valori di pH sfavorevoli per i microrganismi influenzano almeno due aspetti della respirazio-
ne cellulare: il funzionamento degli enzimi e il trasporto di nutrienti all’interno della cellu-
la. La membrana citoplasmatica dei microrganismi è relativamente impermeabile agli ioni H+

e OH –, la cui concentrazione nel citoplasma rimane perciò ragionevolmente costante, mal-
grado le ampie variazioni di pH che possono verificarsi nel mezzo circostante 45. Conway e
Downey16 osservarono che in cellule di lievito da panificazione in fase stazionaria il pH
intracellulare era 5,8; sebbene durante il processo di fermentazione del glucosio il pH delle
zone esterne alla cellula fosse più acido, l’interno della cellula rimaneva comunque più alca-
lino. D’altra parte, Peña e colleghi37 non hanno supportato la tesi che il pH delle cellule di
lievito rimanga costante al variare del pH del mezzo. Sebbene esistano eccezioni, quali i Sul-
folobus e i Methanococcus, pare che il pH interno di quasi tutte le cellule sia prossimo alla
neutralità. Quando i microrganismi sono posti in ambienti a pH inferiore o superiore alla neu-
tralità, il loro sviluppo dipende dalla loro capacità di portare il pH ambientale a valori – o
all’interno di un intervallo di valori – ottimale. Le cellule poste in un ambiente acido devo-
no essere attive nel tenere gli ioni H + all’esterno o, in alternativa, nell’espellerli con la stes-
sa velocità con la quale entrano; tale meccanismo è fondamentale, soprattutto in considera-
zione del fatto che composti chiave per la cellula, come il DNA e l’ATP, necessitano di valo-
ri di pH neutri. Quando i microrganismi crescono in mezzi acidi, nella maggior parte dei casi
la loro attività metabolica determina una riduzione dell’acidità del mezzo, mentre quelli che
crescono in ambienti caratterizzati da pH elevato tendono ad abbassarne il valore. Nelle cel-
lule che crescono in ambienti acidi, la decarbossilazione degli amminoacidi – che ha un opti-
mum di pH intorno a 4,0 ed è pressoché inibita a pH 5,5 – causa un aggiustamento sponta-
neo del pH attorno alla neutralità. Batteri come Clostridium acetobutylicum sono in grado di
aumentare il pH del substrato mediante riduzione dell’acido butirrico a butanolo, mentre
Enterobacter aerogenes ricorre alla produzione di acetoino dall’acido piruvico, per ridurre
l’acidità dell’ambiente in cui cresce. La decarbossilazione degli amminoacidi determina un
incremento di pH dovuto alla formazione delle ammine corrispondenti. Quando, invece, la
crescita microbica avviene in un intervallo alcalino, un gruppo di amminoacido deaminasi,
che presenta un’attività ottimale a pH intorno a 8,0, determina un naturale aggiustamento del
pH attorno alla neutralità, come conseguenza dell’accumulo di acidi organici. 

In relazione al trasporto di nutrienti, la cellula batterica tende a mantenere una parziale
carica negativa che consente solo alle molecole indissociate – e non a quelle ionizzate – di
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penetrare al suo interno. A pH neutro o alcalino, gli acidi organici non possono entrare all’in-
terno della cellula, mentre in ambiente acido questi composti passano nella forma indissocia-
ta che può, pertanto, attraversare senza problemi la cellula carica negativamente. Inoltre, la
natura ionica dei gruppi presenti nelle catene laterali di una molecola ha influenza su ogni
zona neutra della stessa e provoca una crescente denaturazione della membrana e degli enzi-
mi di trasporto.

Tra gli altri effetti esercitati sui microrganismi da avverse condizioni di pH, vi è l’intera-
zione tra gli ioni H + e gli enzimi della membrana citoplasmatica. Anche la morfologia di
alcuni microrganismi può essere influenzata dal pH: la lunghezza delle ife di Penicillium
chrysogenum è minore quando la crescita avviene in coltura continua con pH superiori a 6,0;
a pH 6,7, infatti, il micelio si presenta aggregato in pellet anziché sotto forma di ife libere45.
Gli ioni extracellulari H + e K+ possono essere in competizione tra loro, per esempio quando
lo ione K+ stimola la fermentazione mentre H + la reprime. Il metabolismo del glucosio a
opera di cellule di lievito poste in mezzi acidi viene marcatamente stimolato dagli ioni K+ 46.
Inoltre, in presenza di K+ si osserva un aumento della velocità di consumo di glucosio
dell’83% in anaerobiosi e del 69% in aerobiosi. 

Altri fattori ambientali interagiscono con il pH. Per esempio, un substrato tende a diveni-
re più acido al crescere della temperatura; la concentrazione di sali influenza le curve di
velocità di sviluppo in funzione del pH, come illustrato in figura 3.2, dove si può osservare
che l’aggiunta di 0,2 M di NaCl dilata l’intervallo di pH in cui Alcaligenes faecalis è in grado
di crescere. Un risultato analogo è stato osservato per Escherichia coli. Tuttavia, quando il
sale è presente in concentrazioni eccessive rispetto a quelle considerate ottimali, l’intervallo
di pH in cui si ha lo sviluppo microbico si riduce. Un pH avverso rende le cellule molto più
sensibili a un’ampia varietà di agenti tossici; in particolare le cellule giovani sono molto più
sensibili alle variazioni di pH rispetto alle cellule in stato vitale avanzato o in fase di cresci-
ta stazionaria.

Quando i microrganismi si sviluppano a un valore di pH diverso da quello ottimale per la
loro crescita (anche se compreso all’interno dell’intervallo di crescita) si osserva un allunga-
mento della lag fase. L’allungamento atteso è ancora più marcato se il substrato è altamente
tamponato rispetto a uno stesso substrato con scarsa capacità tampone. In altre parole, la lun-
ghezza della lag fase dovrebbe riflettere il tempo necessario ai microrganismi per portare il
pH del substrato a valori ottimali per il loro sviluppo. L’analisi delle sostanze responsabili di
pH sfavorevoli per lo sviluppo microbico è utile per determinare non solo la velocità della
futura crescita, ma anche il valore di pH minimo al quale le salmonelle iniziano a sviluppar-
si. Chung e Goepfert 14 osservarono che il valore di pH mimimo al quale le salmonelle cre-
scevano era 4,05 in presenza di acido cloridrico e acido citrico, e 5,4 e 5,5 in presenza, rispet-
tivamente, di acido acetico e acido propionico. Ciò riflette, indubbiamente, una capacità dei
microrganismi di modificare l’ambiente esterno – in modo che risulti loro favorevole – mag-
giore in presenza degli acidi cloridrico e citrico, rispetto agli altri acidi testati. È inoltre pos-
sibile che altri fattori, in aggiunta al pH, entrino in gioco nel variare gli effetti degli acidi
organici come inibitori di crescita. Per maggiori informazioni su pH e acidità, si consiglia il
testo di Corlett e Brown 17.

3.1.2  Contenuto di umidità

Uno dei metodi più antichi di conservazione degli alimenti è la disidratazione o essiccamen-
to, sebbene non sia noto come tale tecnica sia entrata in uso. La conservazione degli alimen-
ti mediante disidratazione è una conseguenza diretta della sottrazione di umidità o dell’im-
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Tabella 3.4 Relazione tra attività dell’acqua e concentrazione
di sali in soluzione

Concentrazione di NaCl

Attività dell’acqua Molalità Percentuale p/v

0,995 0,15 0,9

0,99 0,30 1,7

0,98 0,61 3,5

0,96 1,20 7,0

0,94 1,77 10,0

0,92 2,31 13,0

0,90 2,83 16,0

0,88 3,33 19,0

0,86 3,81 22,0

(Da American Meat Institute Foundation, The Science of Meat and Meat
Products. W.H. Freeman and Company, San Francisco, copyright ©1960)

Tabella 3.5 Valori minimi indicativi di aw per lo sviluppo di microrganismi negli alimenti

Microrganismi aw Microrganismi aw

Gruppi Gruppi
Batteri alteranti (la maggior parte) 0,90 Batteri alofili 0,75

Lieviti alteranti (la maggior parte) 0,88 Muffe xerofile 0,61

Muffe alteranti (la maggior parte) 0,80 Lieviti osmofili 0,61

Microrganismi specifici Microrganismi specifici
Clostridium botulinum, tipo E 0,97 Candida scottii 0,92
Pseudomonas spp. 0,97 Trichosporon pullulans 0,91
Acinetobacter spp. 0,96 Candida zeylanoides 0,90
Escherichia coli 0,96 Geotrichum candidum ~ 0,90
Enterobacter aerogenes 0,95 Trichothecium spp. ~ 0,90
Bacillus subtilis 0,95 Byssochlamys nivea ~ 0,87
Clostridium botulinum, tipi A e B 0,94 Staphylococcus aureus 0,86
Candida utilis 0,94 Alternaria citri 0,84
Vibrio parahaemolyticus 0,94 Penicillium patulum 0,81
Botrytis cinerea 0,93 Eurotium repens 0,72
Rhizopus stolonifer 0,93 Aspergillus glaucus * 0,70
Mucor spinosus 0,93 Aspergillus conicus 0,70

Aspergillus echinulatus 0,64
Zygosaccharomyces rouxii 0,62
Xeromyces bisporus 0,61

* Gli stati perfetti del gruppo A. glaucus sono collocati nel genere Eurotium.



mobilizzazione delle molecole d’acqua, senza la quale i microrganismi non sono in grado di
svilupparsi. Generalmente il fabbisogno d’acqua dei microrganismi viene espresso in termi-
ni di attività dell’acqua (aw , water activity) dell’ambiente. Questo fattore è definito dal rap-
porto tra la pressione di vapore dell’acqua del substrato alimentare e la pressione di vapore
dell’acqua pura alla stessa temperatura: aw = p/p0 , dove p è la pressione di vapore della solu-
zione e p0 è la pressione di vapore del solvente (generalmente acqua). Questo indice è corre-
lato all’umidità relativa (UR) secondo l’espressione UR = 100× aw

13. Il valore di aw dell’ac-
qua pura è uguale a 1,00, quello di una soluzione al 22% di NaCl (w/v) è 0,86, e quello di
una soluzione satura di NaCl è 0,75 (tabella 3.4). L’attività dell’acqua di molti frutti freschi
è pari a 0,99 circa. I valori minimi riportati per la crescita di alcuni microrganismi negli ali-
menti sono riportati in tabella 3.5 (vedi anche capitolo 18). I batteri, in generale, necessita-
no di valori di aw più elevati rispetto ai funghi, con i Gram-negativi più esigenti rispetto ai
Gram-positivi. La maggior parte dei batteri alteranti invece non si sviluppa a valori di aw

inferiori a 0,91, mentre le muffe alteranti possono svilupparsi anche a valori di 0,80. Per
quanto riguarda i batteri responsabili di intossicazioni alimentari, Staphylococcus aureus può
crescere a valori di 0,86, mentre Clostridium botulinum non è in grado di crescere a valori
inferiori a 0,94. Analogamente a quanto si osserva con il pH, i lieviti e le muffe sono in grado
di crescere in un intervallo di aw più ampio rispetto ai batteri. Per i batteri di interesse ali-
mentare il valore di aw più basso riportato è 0,75 e appartiene agli alofili (letteralmente,
“amanti del sale”), mentre le muffe xerofile (letteralmente, “amanti degli ambienti secchi”)
e i lieviti osmofili (che prediligono le alte pressioni osmotiche) crescono rispettivamente a
valori di aw di 0,65 e 0,61 (tabella 3.5). Quando per controllare l’aw si impiega il sale, ne
occorrono quantità estremamente elevate per raggiungere valori inferiori a 0,80 (tabella 3.4).

È stata dimostrata l’esistenza di alcune relazioni tra a w, temperatura e nutrizione. In primo
luogo, a qualsiasi temperatura, la capacità di crescita dei microrganismi diminuisce al dimi-
nuire dell’a w; secondariamente, l’intervallo di aw entro il quale avviene la crescita microbi-
ca è più ampio quando la temperatura di crescita è ottimale; infine, la presenza di nutrienti
incrementa il range di aw entro il quale i microrganismi possono sopravvivere 32. I valori spe-
cifici riportati in tabella 3.5, dunque, dovranno essere considerati solo come punti di riferi-
mento, poiché variazioni della temperatura e del contenuto in nutrienti possono consentire lo
sviluppo a valori di aw più bassi.

Effetti di bassi valori di aw

L’effetto della diminuzione di aw al di sotto dei valori ottimali consiste, generalmente, nel-
l’allungamento della fase lag e nella riduzione della velocità di crescita degli individui, non-
ché della dimensione della popolazione finale. Se si considerano le ripercussioni negative su
tutte le attività metaboliche causate dalla diminuita presenza di acqua, questi effetti possono
essere previsti, soprattutto in virtù del fatto che tutte le reazioni chimiche cellulari richiedo-
no un ambiente acquoso. Occorre tenere ben presente, inoltre, che il valore di aw è influen-
zato da altri parametri ambientali, come il pH, la temperatura di sviluppo e il potenziale
redox (Eh). Nei loro studi sull’effetto dell’aw sulla crescita di Enterobacter aerogenes in ter-
reni di coltura, Wodzinski e Frazier 54 osservarono che, parallelamente alla riduzione dell’aw ,
la fase lag e il tempo di generazione si allungavano progressivamente, fino all’arresto dello
sviluppo del microrganismo. Man mano che il valore della temperatura si allontanava da
quello ottimale di crescita, i microrganismi diventavano più sensibili e si osservava paralle-
lamente un aumento dell’aw minima per lo sviluppo. Condizioni sfavorevoli, sia di pH sia di
temperatura di incubazione, determinavano un aumento del valore minimo di aw necessario
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per lo sviluppo. Gli effetti dell’interazione tra aw, pH e temperatura sulla crescita delle muffe
sulle marmellate sono stati studiati da Horner e Anagnostopoulos 24; l’interazione più signi-
ficativa è risultata quella tra aw e temperatura.

In generale, la strategia di difesa adottata dai microrganismi per fronteggiare lo stress
osmotico è rappresentata dall’accumulo di soluti compatibili all’interno della cellula. Gli
organismi alofili (per esempio Halobacterium spp.) conservano l’equilibrio osmotico mante-
nendo nel citoplasma una concentrazione di KCl uguale a quella presente nel liquido extra-
cellulare, con un meccanismo definito risposta dell’accumulo di sale nel citoplasma. I
microrganismi non alofili accumulano i soluti compatibili con un meccanismo a due fasi:
nella prima si verifica un aumento di ioni K + (e di glutammato sintetizzato per via endoge-
na), mentre nella seconda si ha l’incremento della concentrazione di soluti compatibili, che
vengono sintetizzati ex-novo dalla cellula o sono assorbiti dall’ambiente. Questi ultimi, in
particolare, sono costituiti da molecole estremamente solubili che, a pH fisiologico, sono
sprovviste di carica netta e non aderiscono, o non reagiscono, con le macromolecole intra-
cellulari49. I tre soluti compatibili più comuni nella maggior parte dei batteri sono carnitina,
glicina betaina e prolina; la prima può essere sintetizzata ex-novo, mentre per le altre due
generalmente ciò non è possibile. La prolina è sintetizzata da alcuni batteri Gram-positivi ed
è, invece, trasportata dai Gram-negativi; la sua solubilità in 100 mL di acqua a 25 °C è di 162
g, quella della glicina betaina è di 160 g. Rispetto agli altri due osmoliti noti, la glicina betai-
na è maggiormente impiegata dagli organismi viventi.

L’assorbimento degli osmoliti è mediato da un sistema di trasporto. In L. monocytogenes,
per esempio, la glicina betaina è trasportata dai sistemi BetL (che associa l’accumulo di
betaina a un meccanismo di trasporto mediante pompa Na+) e Gbu (che trasporta la betaina),
mentre il trasportatore per la carnitina è OpuC 1,49. Sebbene alcuni batteri Gram-positivi siano
in grado di accumulare la prolina, essa viene concentrata in maggiore quantità dai Gram-
negativi. I tre sistemi di trasporto in E. coli e S. Typhimurium sono PutP, ProP e ProU; tra
questi il più efficiente è ProP. È stato dimostrato che la sovrapproduzione di prolina da parte
di mutanti di L. monocytogenes non determina cambiamenti nella virulenza nei confronti del
topo 49. Lo stesso microrganismo in condizioni di stress, provocate da elevate concentrazioni
saline, produce 12 proteine, una delle quali è molto simile alla proteina Ctc di B. subtilis, che
è coinvolta in un meccanismo di tolleranza allo stress osmotico in assenza di osmoprotetto-
ri nel mezzo 21. In L. monocytogenes il fattore sigma B (σ B, vedi capitolo 22) gioca un ruolo
importante nella regolazione dell’utilizzo della carnitina, ma non è essenziale per l’utilizzo
della betaina 20.

È stato dimostrato che lo sviluppo a bassa temperatura di L. monocytogenes, che è in
grado di crescere a 4 °C, è favorito dall’accumulo di glicina betaina 29. Lo stesso vale per le
cellule di Yersinia enterocolitica, che accumulano osmoliti, compresa la glicina betaina, in
risposta a stress osmotici o da basse temperature36. Lo shock causato dall’abbassamento della
temperatura e dall’aumento di pressione osmotica provoca un assorbimento di 30 volte supe-
riore di glicina betaina radioattiva36. In almeno un ceppo di L. monocytogenes il trasporto di
glicina betaina è mediato da Gbu e BetL e, in misura minore, da OpuC 1.
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Riguardo ai composti specifici utilizzati per abbassare l’attività dell’acqua, sono stati
riportati risultati analoghi a quelli osservati con i sistemi di assorbimento e desorbimento
(vedi capitolo 18). In uno studio sul valore minimo di aw per la crescita e la germinazione di
Clostridium perfringens è stato osservato che addizionando a terreni complessi saccarosio o
NaCl i valori sono compresi tra 0,95 e 0,97, mentre in presenza di glicerolo il valore minimo
di aw è 0,93 28. In un altro studio l’effetto di inibizione del glicerolo, a parità di a w e nel mede-
simo terreno, sembra essere maggiore rispetto a quello del NaCl per i batteri alotolleranti,
mentre tale effetto è minore rispetto a quello esercitato da NaCl nelle specie sensibili al
sale 30. Nei loro studi sulla germinazione di spore di Bacillus e Clostridium, Jakobsen e Mur-
rel25 hanno osservato che una forte inibizione della germinazione delle spore viene indotta
quando il livello di a w è regolato da sali quali NaCl o CaCl2, mentre tale effetto è risultato
minore impiegando glucosio e sorbitolo e si riduceva ulteriormente utilizzando glicerolo, eti-
lenglicole, acetammide o urea. La germinazione delle spore di clostridi risulta essere comple-
tamente inibita a valori di aw pari a 0,95 in presenza di NaCl, ma nessuna inibizione viene
indotta quando lo stesso valore di aw viene raggiunto impiegando urea, glicerolo o glucosio.
Un ulteriore studio mostra che il valore limite di aw per la formazione di spore mature del
ceppo T di B. cereus è circa 0,95 per glucosio, sorbitolo e NaCl, mentre è intorno a 0,91 per
il glicerolo 26. I lieviti e le muffe sono risultati più tolleranti al glicerolo che al saccarosio 24.
Impiegando un mezzo con contenuto minimo di glucosio, inoculato con Pseudomonas fluo-
rescens, Prior 39 ha scoperto che il glicerolo consente lo sviluppo a valori di aw più bassi
rispetto al saccarosio o a NaCl. Lo stesso gruppo di ricerca ha dimostrato che il catabolismo
di glucosio, lattato sodico e DL-arginina è completamente inibito da valori di aw superiori a
quelli minimi necessari per la crescita, nel caso in cui sia impiegato NaCl per regolare il livel-
lo di aw . Il controllo di aw attuato mediante l’aggiunta di glicerolo consente lo svolgimento
delle attività cataboliche a valori di aw inferiori a quelli necessari per la crescita su glucosio.
Ogni qualvolta Prior ha utilizzato NaCl per regolare il livello di aw , il catabolismo del sub-
strato si è bloccato a un valore di aw superiore a quello minimo necessario per lo sviluppo,
mentre il glicerolo permetteva l’attività catabolica a valori di aw più bassi di quello minimo
per la crescita. Nonostante alcuni pareri contrari, sembra che il glicerolo abbia un minor effet-
to inibitorio, rispetto al saccarosio e al NaCl, sui microrganismi a metabolismo respiratorio.

I lieviti osmofili sono in grado di accumulare gli alcoli poliidrici in concentrazione pro-
porzionale all’aw extracellulare. Secondo Pitt 38, per crescere a bassi valori di aw, i funghi
xerofili accumulano soluti compatibili o osmoregolatori in risposta alla elevata necessità di
soluti intracellulari. In uno studio comparativo sullo stress idrico in lieviti xerotolleranti e
non-xerotolleranti, Edgley e Brown19 hanno scoperto che Zygosaccharomyces rouxii reagi-
sce a un basso valore di aw , controllato mediante polietilenglicole, trattenendo all’interno
della cellula quantità crescenti di glicerolo. Tuttavia, la quantità non cambia in modo signi-
ficativo, né i livelli di arabitolo variano apprezzabilmente in funzione di aw . D’altra parte,
una S. cerevisiae non-tollerante risponde a un abbassamento di aw sintetizzando più glicero-
lo, ma trattenendone una quantità inferiore a quella prodotta. La risposta di Z. rouxii a bassi
livelli di aw è regolata dal meccanismo di permeazione/trasporto del glicerolo, mentre quel-
la di S. cerevisiae è di natura metabolica. Secondo questo studio, un basso valore di aw

costringerebbe S. cerevisiae a spostare una porzione maggiore della sua attività metabolica
verso la produzione di glicerolo, accompagnata da un aumento della quantità di glucosio
consumata durante la crescita. Da uno studio successivo è emerso che il 95% della pressio-
ne osmotica esterna esercitata su S. cerevisiae, Z. rouxii e Debaryomyces hansenii può esse-
re controbilanciata da un incremento di glicerolo 43; in particolare, in condizioni di stress Z.
rouxii accumula più glicerolo, mentre il livello di ribitolo tende a rimanere costante.
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È noto che a valori ridotti di aw alcune cellule possono moltiplicarsi fino a raggiungere
un numero elevato, ma non ha luogo la sintesi di alcuni composti extracellulari. Per esem-
pio, la diminuzione di aw blocca la produzione di enterotossina B in S. aureus, sebbene
venga contemporaneamente prodotto un elevato numero di cellule 50-51. Nel caso di Neuro-
spora crassa bassi valori di aw determinano alterazioni non letali della permeabilità della
membrana cellulare, con conseguente perdita di diverse molecole essenziali12. Risultati simi-
li sono stati osservati con elettroliti e non-elettroliti. 

Gli effetti della diminuzione di aw sulla nutrizione dei microrganismi sembrano di natura
generale, in quanto le richieste nutrizionali della cellula vengono soddisfatte in ambiente
acquoso e in mancanza di questo tendono progressivamente a essere represse. Oltre agli effet-
ti sui nutrienti, una riduzione di aw ha indubbiamente conseguenze negative sul funzionamen-
to della membrana cellulare, che deve essere mantenuta in uno stato fluido. In generale, la
disidratazione delle zone interne della cellula si verifica quando le cellule, poste in un mezzo
a ridotto livello di aw, raggiungono l’equilibrio idrico con il substrato. Sebbene i meccanismi
non siano del tutto chiari, probabilmente tutte le cellule microbiche richiedono lo stesso valo-
re di aw effettivo interno. Le specie che possono crescere in condizioni estreme di bassa aw vi
riescono, apparentemente, grazie alla capacità di concentrare al loro interno sali, polioli e
amminoacidi (ed eventualmente altri tipi di composti) in quantità sufficienti non solo per pre-
venire la perdita di acqua, ma anche per consentire loro di estrarre acqua da ambienti poveri
d’acqua. (Per maggiori approfondimenti, si rimanda ai riferimenti bibliografici 49 e 51.) 

3.1.3  Potenziale di ossido-riduzione

Da diversi decenni è noto che i microrganismi mostrano diversi gradi di sensibilità al poten-
ziale di ossido riduzione (O/R, Eh) del loro mezzo di crescita 23. Il potenziale O/R di un sub-
strato può essere definito, genericamente, come l’attitudine del substrato stesso a cedere o
acquistare elettroni. Quando un elemento o un composto cede elettroni, il substrato si dice
ossidato, mentre un substrato che acquista elettroni diventa ridotto:

L’ossidazione può anche avvenire per aggiunta di ossigeno, come illustrato dalla reazione:

Di conseguenza, una sostanza che cede prontamente elettroni è un buon agente riducente,
mentre una sostanza che prontamente accetta elettroni è un buon agente ossidante. Quando
gli elettroni sono trasferiti da un composto a un altro, tra i due composti si genera una diffe-
renza di potenziale, che può essere misurata mediante uno strumento appropriato ed essere
espressa in millivolt (mV). Quanto più una sostanza è ossidata, tanto più positivo sarà il suo
potenziale elettrico, mentre quanto più è ridotta, tanto più negativo sarà il suo potenziale.
Quando la concentrazione di ossidanti e riducenti è la stessa, il potenziale elettrico sarà ugua-
le a zero. Il potenziale O/R di un sistema si esprime con il simbolo Eh. Per crescere, i micror-
ganismi aerobi necessitano di un valore di Eh positivo, mentre gli anaerobi esigono valori di
Eh negativi (ambiente riducente) (figura 3.3). Negli alimenti, tra le sostanze che aiutano a
mantenere condizioni riducenti vi sono i gruppi -SH, nella carne, e l’acido ascorbico e gli
zuccheri riducenti, in frutta e verdura. I valori estremi positivi e negativi, espressi in mV

2Cu +O  2CuO2 →

Cu  Cu
ossidazione

riduzione

+⎯ →⎯⎯⎯⎯← ⎯⎯⎯⎯⎯ + −e
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nella figura 3.3, non sono ottimali per lo sviluppo di aerobi e anaerobi e possono anche esse-
re letali per i rispettivi gruppi (vedi par. 13.6.2).

Il potenziale O/R di un alimento è determinato dai seguenti fattori.

1. Potenziale O/R presentato in origine dall’alimento.
2. Stabilità, cioè capacità dell’alimento di resistere a variazioni di potenziale.
3. Tensione di ossigeno dell’atmosfera che circonda l’alimento.
4. Grado di accesso dell’atmosfera nell’alimento.

In merito alle richieste di Eh dei microrganismi, alcune specie batteriche necessitano di
condizioni riducenti (Eh di circa – 200 mV) per iniziare a crescere e altre di Eh positivi per
lo sviluppo. Nella prima categoria sono compresi batteri anaerobi, come le specie del gene-
re Clostridium, mentre nella seconda sono inclusi batteri aerobi, come alcuni membri del
genere Bacillus. In realtà alcuni batteri aerobi, definiti microaerofili, crescono meglio in con-
dizioni leggermente riducenti; rientrano in questo gruppo, per esempio, i lattobacilli e i cam-
pilobatteri. Alcuni batteri, denominati anaerobi facoltativi, possiedono la capacità di cresce-
re in condizioni sia aerobie sia anaerobie. Per la maggior parte, le muffe e i lieviti rinvenuti
sulla superficie e all’interno degli alimenti sono aerobi, solo pochi sono anaerobi facoltativi.
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Per quanto concerne il valore di Eh degli alimenti, quelli di origine vegetale – in partico-
lare i succhi da essi derivati – presentano un potenziale di ossido-riduzione che varia da +300
a +400 mV. Non sorprende che i batteri aerobi e le muffe siano le cause più comuni di alte-
razione di prodotti di questo tipo. I tagli interi di carne hanno un valore di Eh fino a –200
mV, mentre in generale le carni macinate raggiungono circa +200 mV. Diverse tipologie di
formaggi presentano valori negativi di Eh, variabili da – 20 a circa – 200 mV.

Barnes e Ingram2,3 condussero studi sul valore di Eh pre e post rigor mortis; in particola-
re eseguirono misurazioni di Eh nel muscolo nelle 30 ore post mortem e osservarono i suoi
effetti sullo sviluppo dei batteri anaerobi. Gli autori riscontrarono nel muscolo sternocefali-
co del cavallo, subito dopo la morte, un Eh di +250 mV, al quale i clostridi non erano in
grado di moltiplicarsi. Dopo 30 ore dalla morte, in assenza di crescita batterica, il valore di
Eh era sceso a circa 30 mV. In condizioni che consentivano invece lo sviluppo batterico Eh
si era ridotto a – 250 mV. La crescita dei clostridi fu osservata a valori di Eh pari o inferiori
a 36 mV. Barnes e Ingram confermarono per la carne di cavallo i risultati ottenuti in prece-
denza per la carne di balena: i batteri anaerobi cominciano a proliferare solo quando ha ini-
zio il rigor mortis a causa dell’elevato Eh che caratterizza la carne nelle ore precedenti. Lo
stesso si verifica nel manzo, nel maiale e in altre carni di questo tipo.

Effetti del potenziale di ossido-riduzione

Durante la crescita, i microrganismi sono in grado di influenzare il valore di Eh del loro
ambiente proprio come accade con il pH. Ciò è vero in particolare per gli aerobi, che posso-
no ridurre il potenziale Eh del loro ambiente, mentre i microrganismi anaerobi non vi riesco-
no. Durante la crescita dei microrganismi aerobi, l’O 2 nel mezzo si esaurisce, determinando
una diminuzione di Eh. Tuttavia, lo sviluppo non appare rallentato quanto ci si aspetterebbe,
grazie alla capacità delle cellule di utilizzare sostanze, presenti nel mezzo, in grado di dona-
re O 2 o di ricevere idrogeno. Come risultato finale il terreno di crescita si impoverisce di
sostanze ossidanti e si arricchisce di sostanze riducenti 32. L’Eh del mezzo può essere ridotto
dall’azione dei microrganismi, in seguito alla produzione di alcuni sottoprodotti del metabo-
lismo come H2S, in grado di abbassare Eh a – 300 mV. Poiché H2S reagisce prontamente con
O 2, si accumula solo in ambiente anaerobio. 

Eh dipende dal pH del substrato e la relazione diretta tra questi due fattori è il valore rH,
che si ricava dalla seguente equazione:

dove R = 8,315 joule, F = 96.000 coulomb e T è la temperatura assoluta 34. Di conseguenza
dato un valore di Eh, il pH del substrato è fissato. Normalmente Eh viene misurato a pH 7,0
(espresso come Eh′). A pH 7,0, a 25 °C e in un sistema in cui tutte le concentrazioni siano
1,0 M, Eh = Eh0′ (equazione di Nernst semplificata). In natura, Eh tende a essere più negati-
vo man mano che le condizioni diventano più alcaline. 

Tra i nutrienti naturalmente presenti, l’acido ascorbico e gli zuccheri riducenti, nei vege-
tali e nella frutta, e i gruppi -SH, nelle carni, sono di primaria importanza. La presenza o l’as-
senza nel mezzo di adeguate quantità di agenti ossidanti o riducenti è fondamentale per lo
sviluppo e l’attività di tutti i microrganismi.

Si ritiene che la crescita dei microrganismi anaerobi avvenga normalmente a valori ridot-
ti di Eh, ma l’esclusione di O2 può risultare indispensabile per alcuni di essi. Quando Clo-
stridium perfringens, Bacteroides fragilis e Peptococcus magnus erano coltivati in presenza

Eh 2,303 rH-2pH= ( )RT

F
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di O2, il loro sviluppo era inibito, anche quando il mezzo presentava un Eh negativo di – 50
mV 52. Gli autori della ricerca hanno osservato che, in assenza di O2, la crescita avveniva
anche con Eh di 325 mV.

Uno studio ha valutato l’effetto di Eh sulla produzione di lipidi da parte di Saccharomy-
ces cerevisiae: le cellule cresciute in anaerobiosi producevano una quantità totale di lipidi
più bassa rispetto alle cellule cresciute in aerobiosi , una frazione gliceridica altamente varia-
bile e una frazione fosfolipidica e sterolica ridotta 41. I lipidi prodotti dalle cellule cresciute
in anaerobiosi erano caratterizzati da un elevato contenuto (fino al 50% degli acidi totali) in
acidi da C8:0 a C14:0 e da un basso livello di acidi grassi insaturi nella frazione fosfolipidi-
ca. Nelle cellule cresciute in aerobiosi, invece, l’80-90% della componente di acidi grassi era
associata al gliceride e i fosfolipidi erano formati da acidi 16:1 e 18:1. Diversamente dalle
cellule cresciute in aerobiosi, le cellule di S. cerevisiae cresciute in ambiente anaerobio
richiedono la presenza di lipidi e steroli.

3.1.4  Contenuto di nutrienti

Per svilupparsi e funzionare regolarmente, i microrganismi di interesse alimentare necessita-
no dei seguenti fattori:

1. acqua;
2. fonte di energia;
3. fonte di azoto;
4. vitamine e fattori di crescita correlati;
5. minerali.

L’importanza dell’acqua per lo sviluppo e il benessere dei microrganismi è già stata discus-
sa in questo stesso capitolo. Per quanto riguarda invece gli altri quattro fattori, le meno esi-
genti sono le muffe, seguite dai batteri Gram-negativi, dai lieviti e dai batteri Gram-positivi.

Quali fonti di energia, i microrganismi presenti negli alimenti possono utilizzare gli zuc-
cheri, gli alcoli e gli amminoacidi, sebbene alcuni di essi siano in grado di utilizzare anche
carboidrati complessi, come amidi e cellulosa, che devono essere precedentemente degrada-
ti a zuccheri semplici per svolgere il loro ruolo energetico. Anche i grassi vengono utilizza-
ti dai microrganismi come fonte di energia, ma questi composti sono attaccati da un numero
relativamente piccolo di specie microbiche presenti negli alimenti.

Le principali fonti di azoto utilizzate dai microrganismi eterotrofi sono rappresentate dagli
amminoacidi, ma numerosi altri composti possono svolgere la medesima funzione per diver-
si tipi di microrganismi. Alcune specie, per esempio, sono in grado di utilizzare nucleotidi e
amminoacidi liberi, mentre altre prediligono peptidi e proteine. Generalmente i composti
semplici, come gli amminoacidi, vengono impiegati per primi da quasi tutti gli organismi,
prima di attaccare composti più complessi, come le proteine ad alto peso molecolare. Lo
stesso principio vale per polisaccaridi e grassi.

I microrganismi necessitano di piccole quantità di vitamine del gruppo B e quasi tutti gli
alimenti naturali ne contengono in abbondanza per soddisfare le richieste dei microrganismi
che non sono in grado di sintetizzarle. I batteri Gram-negativi sono quelli che le sintetizza-
no in minore quantità; di conseguenza, devono procurarsi uno o più di questi composti per
poter iniziare a crescere, mentre i batteri Gram-positivi e le muffe, possono sintetizzare la
maggior parte, se non tutti, i composti di cui necessitano. Gli ultimi due gruppi di microrga-
nismi, dunque, possono essere rinvenuti e svilupparsi in alimenti contenenti basse quantità
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di vitamine B. La frutta presenta un contenuto in vitamina B minore rispetto a quello delle
carni; tale caratteristica, unitamente ai bassi valori di pH e al valore Eh positivo, contribui-
sce a spiegare perché sia frequentemente alterata da muffe più che da batteri.

3.1.5  Costituenti antimicrobici

La stabilità di alcuni alimenti contro l’attacco dei microrganismi è dovuta alla presenza di
alcune sostanze naturalmente presenti, che possiedono ed esprimono attività antimicrobica.
Alcune specie vegetali sono note in quanto contengono oli essenziali dotati di attività anti-
microbica. Tra questi vi sono: l’eugenolo presente nei chiodi di garofano; l’allicina nel-
l’aglio; l’aldeide cinnamica e l’eugenolo nella cannella; l’isotiocianato di allile nella senape;
l’eugenolo e il timolo nella salvia; il carvacrolo (isotimolo) e il timolo nell’origano47. Il latte
di vacca contiene diverse sostanze antimicrobiche, tra le quali lattoferrina (vedi di seguito),
conglutinina e sistema lattoperossidasi (vedi di seguito). Nel latte crudo è stato ritrovato un
inibitore di rotavirus in grado di inibire fino a 106 ufp/mL (unità formanti placche/mL), ma
tale sostanza viene distrutta dalla pastorizzazione. La caseina e alcuni acidi grassi liberi del
latte hanno mostrato, in determinate condizioni, attività antimicrobica.

Le uova, come pure il latte, contengono lisozima, un enzima che, unitamente alla conal-
bumina, consente alle uova di rimanere fresche grazie a un efficiente sistema antimicrobico.
I derivati dell’acido idrossicinnamico (acidi p-cumarico, ferulico, caffeico e clorogenico),
presenti in frutta, verdura, tè, melassa e altre fonti vegetali, sono tutti dotati di attività anti-
batterica e, in alcuni casi, anche di attività antifungina. La lattoferrina è una glicoproteina
che lega il ferro in grado di inibire lo sviluppo di numerosi batteri di interesse alimentare. Il
suo impiego come agente limitante la crescita microbica sulle carcasse di manzo è discusso
nel capitolo 13. La ovotransferrina, presente nell’albume d’uovo crudo, sembra inibire lo
sviluppo di Salmonella enteritidis 4.

I vacuoli cellulari delle crucifere (cavolo, cavoletti di Bruxelles, broccolo, rape ecc.) con-
tengono glucosinolati, da cui derivano isotiocianati in seguito a lesione o rottura meccanica
della struttura. Alcuni tra questi possiedono attività antifungina e antibatterica. (Maggiori
informazioni sui composti antimicrobici negli alimenti si trovano nel capitolo 13.)

Il sistema lattoperossidasi

Si tratta di un sistema di inibizione dei microrganismi, naturalmente presente nel latte bovi-
no e costituito da tre componenti: lattoperossidasi, tiocianato e H2O2; affinché vi sia l’effet-
to antimicrobico, devono essere presenti tutti e tre questi composti. I Gram-negativi psicro-
trofi, come le Pseudomonadaceae, sono piuttosto sensibili a tale sistema. La concentrazione
di lattoperossidasi necessaria è 0,5-1,0 ppm, laddove il latte bovino, normalmente, ne con-
tiene circa 30 ppm 6. Anche il tiocianato e l’H2O2 sono normalmente presenti nel latte, ma le
loro quantità sono variabili. L’H2O2 è in grado di svolgere la sua attività inibitoria a concen-
trazione di 100 U/mL, ma il latte ne contiene normalmente 1-2 U/mL; invece l’attività del
tiocianato si manifesta a una concentrazione di circa 0,25 mM e nel latte la sua presenza
varia tra 0,02 e 0,25 mM 6.

Il sistema lattoperossidasi viene attivato aggiungendo al latte crudo una quantità di tiocia-
nato pari a 0,25 mM, contemporaneamente all’aggiunta di una quantità equimolecolare di
H2O2. In queste condizioni la shelf life viene prolungata fino a 5 giorni, contro le 48 ore dei
controlli 6. Il sistema sembra avere quale bersaglio cellulare la membrana citoplasmatica e
risulta più efficiente a 30 che a 4 °C; inoltre, si osserva un incremento dell’effetto antibatte-
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rico all’aumentare dell’acidità. Oltre all’aggiunta diretta di H2O2, può essere fornita una
fonte esogena mediante aggiunta di glucosio e glucosio ossidasi. Per evitare l’aggiunta diret-
ta di glucosio ossidasi, questo enzima può essere immobilizzato su biglie di vetro, in modo
che il glucosio venga generato solo nelle quantità necessarie, mediante l’impiego di β-galat-
tosidasi immobilizzata 7. Questo sistema si è dimostrato efficiente nel latte di capra, in par-
ticolare nei confronti di P. fluorescens e E. coli, la cui crescita viene controllata, rispettiva-
mente, per 3 e 2 giorni a 8 °C 55.

Il sistema lattoperossidasi può essere impiegato per la conservazione del latte crudo nei
Paesi in cui la refrigerazione non è comunemente impiegata. L’aggiunta di circa 12 ppm di
SCN – e di 8 ppm di H2O2 risulta innocua per il consumatore 44. Un aspetto interessante di
questo sistema è l’influenza che esso esercita sulle proprietà termiche. In uno studio è stato
dimostrato, infatti, che causa la riduzione del valore termico D a 57,8 °C, nell’80% dei casi
per L. monocytogenes, e a 55,2 °C nell’86% dei casi per S. aureus 27. Sebbene il meccanismo
che determina l’aumento dell’effetto di distruzione termica non sia ancora ben chiaro, si pos-
sono prospettare alcune interessanti implicazioni.

3.1.6  Strutture biologiche

Il naturale rivestimento di alcuni alimenti fornisce loro un’eccellente protezione contro l’in-
gresso e il successivo danneggiamento a opera di microrganismi alteranti. In questa catego-
ria sono comprese strutture come il guscio dei semi, la buccia esterna dei frutti, il guscio
delle nocciole, la pelle degli animali e i gusci delle uova. In particolare nelle nocciole, come
pure nelle noci pecan e nelle noci, il guscio – o rivestimento – è sufficiente per prevenire
l’ingresso di tutti gli organismi; ovviamente, una volta rotto, i gherigli sono soggetti ad alte-
razione da parte delle muffe. La parte più esterna del guscio e le membrane delle uova, se
intatti, impediscono l’ingresso di quasi tutti i microrganismi, purché la conservazione avven-
ga in condizioni appropriate di umidità e temperatura. Frutta e verdure che presentano rive-
stimenti lesionati, sono soggette più rapidamente ad alterazione rispetto ai prodotti non dan-
neggiati. La pelle che riveste i pesci e le carni, come quella di manzo e di maiale, previene
la contaminazione e il deterioramento di questi alimenti, in parte perché essa tende ad asciu-
gare più rapidamente rispetto alle superfici appena tagliate. 

Considerati complessivamente, questi sei parametri intrinseci rappresentano la strategia
attraverso la quale la natura difende i tessuti animali e vegetali dall’attacco dei microrgani-
smi. Determinando l’entità di ciascun parametro in un dato alimento, è possibile prevedere
quali tipologie di microrganismi vi si svilupperanno con maggiore probabilità e, di conse-
guenza, conoscere la stabilità complessiva dell’alimento stesso. L’analisi dei parametri
intrinseci può inoltre essere d’aiuto nel determinare l’età dell’alimento e consente anche di
ricostruirne la “storia”, ossia il tipo di trattamenti cui è stato sottoposto nel tempo.

3.2  Parametri estrinseci

I parametri estrinseci degli alimenti sono indipendenti dal substrato; possono essere definiti
come l’insieme delle caratteristiche dell’ambiente di conservazione, che influenzano sia gli
alimenti sia i microrganismi in essi presenti. Quelli di maggiore importanza per lo sviluppo
dei microrganismi di interesse alimentare sono:
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1. temperatura di conservazione;
2. umidità relativa;
3. presenza e concentrazione di gas;
4. presenza e attività di altri microrganismi.

3.2.1  Temperatura di conservazione

I microrganismi, singolarmente o come gruppo, crescono entro un range di temperatura
molto ampio. Di conseguenza, è bene valutare con attenzione l’intervallo di temperatura nel
quale si sviluppano i microrganismi di interesse alimentare, poiché questo aiuta a scegliere
la temperatura appropriata per la conservazione dei diversi tipi di alimenti.

La temperatura più bassa riportata per lo sviluppo microbico è – 34 °C, mentre la più alta
può superare (di poco) i 100 °C. Di norma i microrganismi vengono collocati in tre gruppi in
funzione della loro temperatura di crescita. Sono definiti: psicrotrofi i microrganismi che
crescono a temperature uguali o inferiori a 7 °C e presentano un optimum compreso tra 20 e
30 °C (vedi capitolo 16); mesofili i microrganismi in grado di crescere in un intervallo di
temperatura compreso tra 20 e 45 °C con optimum tra 30 e 40 °C; termofili i microrganismi
che si sviluppano a temperature di 45 °C e oltre, con optimum compreso tra 55 e 65 °C. (Le
caratteristiche fisiologiche di questi gruppi sono trattate nei capitoli 16 e 17.)

Per quanto riguarda i batteri, le specie e i ceppi psicrotrofi sono situati tra i generi tratta-
ti nel capitolo 2 e sono: Alcaligenes, Shewanella, Brochothrix, Corynebacterium, Flavobac-
terium, Lactobacillus, Micrococcus, Pectobacterium, Pseudomonas, Psychrobacter, Entero-
coccus e altri. Gli psicrotrofi rinvenuti con maggiore frequenza negli alimenti sono quelli che
appartengono ai generi Pseudomonas e Enterococcus (vedi capitolo 16); questi microrgani-
smi crescono bene a temperature di refrigerazione (5-7 °C) e sono causa di alterazione in
carni, pesce, pollame, uova e altri alimenti abitualmente conservati a queste temperature. In
tali alimenti, le conte totali su piastra dei microrganismi vitali risultano generalmente più
elevate incubando a circa 7 °C per almeno 7 giorni, rispetto all’incubazione a 30 °C e oltre.
Le specie e i ceppi mesofili sono presenti in tutti i generi descritti nel capitolo 2 e possono
essere riscontrati negli alimenti conservati a temperature di refrigerazione. In genere essi non
sono in grado di crescere a queste temperature, ma possono farlo se le altre condizioni sono
ottimali. Va sottolineato che alcuni microrganismi, tra cui Enterococcus faecalis, possono
crescere a temperature comprese tra 0 °C e >40 °C.

La maggior parte dei batteri termofili di interesse alimentare appartiene ai generi Bacillus,
Paenibacillus, Clostridium, Geobacillus, Alicyclobacillus e Thermoanaerobacter. Sebbene
non tutte le specie di questi generi siano termofile, esse sono di grande interesse per i micro-
biologi e i tecnologi alimentari che operano nell’industria conserviera. 

Oltre a crescere entro intervalli più ampi di pH, pressione osmotica e contenuto in nutrien-
ti, le muffe sono anche in grado di svilupparsi in un ampio intervallo di temperatura, come i
batteri. Molte muffe crescono a temperatura di refrigerazione, specialmente alcuni ceppi di
Aspergillus, Cladosporium e Thamnidium, che possono essere rinvenuti su uova, mezzene di
manzo e frutta. I lieviti invece si sviluppano nei range di temperatura tipici degli psicrotrofi
e dei mesofili, ma generalmente non in quelli dei termofili.

Nella scelta della temperatura di conservazione, occorre considerare anche la qualità del
prodotto alimentare. Sebbene sia opinione comune che conservare tutti gli alimenti a tempe-
rature di refrigerazione – o addirittura inferiori – rappresenti la prassi corretta, per alcuni ali-
menti non sempre questa pratica è la migliore per mantenere la qualità desiderata. Per esem-
pio, le banane si conservano meglio se tenute a 13-17 °C piuttosto che a 5-7 °C, mentre 10 °C
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è la temperatura ideale per gran parte dei vegetali, tra cui patate, sedano, cavolo e molte altre.
In ogni caso, il successo della temperatura di refrigerazione dipende in larga misura dal-
l’umidità relativa (UR) dell’ambiente e dalla presenza o assenza di gas come CO2 e O3.

La temperatura di conservazione è il più importante tra i parametri che influenzano il
deterioramento di alimenti altamente deperibili; ciò è emerso anche dal lavoro di Olley, Rat-
kowsky e dei loro colleghi, secondo i quali l’alterazione degli alimenti può essere predetta
mediante una curva della velocità di alterazione 34. Tale curva consente di determinare i gior-
ni di conservazione a 0 °C e prevedere la shelf life residua a tale temperatura. È stato dimo-
strato che la velocità di alterazione del pollame fresco a 10 e a 15 °C è, rispettivamente, dop-
pia e tripla rispetto a quella rilevata a 5 °C 18,22. Invece di applicare l’equazione derivante
dalla legge di Arrhenius, per descrivere la relazione esistente tra la temperatura e la velocità
di crescita dei microrganismi è stata sviluppata l’equazione qui riportata, attraverso la defi-
nizione di un minimo e di un optimum di temperatura40.

dove r è la velocità di crescita, B è la pendenza della retta di regressione lineare e T0 è una
temperatura arbitraria, non significativa dal punto di vista metabolico. La relazione lineare
può essere applicata allo studio di batteri e funghi alteranti, quando si sviluppano negli ali-
menti o utilizzano amminoacidi 40. L’inserimento dei dati relativi alla crescita microbica nelle
equazioni matematiche, allo scopo di prevedere il comportamento dei microrganismi nei
sistemi alimentari, è ulteriormente discusso nel capitolo 20. 

3.2.2  Umidità relativa dell’ambiente

L’umidità relativa (UR) dell’ambiente di conservazione è importante sia dal punto di vista
dell’aw presente negli alimenti, sia per lo sviluppo dei microrganismi in superficie. Quando
l’aw di un alimento è 0,60, è importante che questo venga conservato in condizioni di UR
tali da non consentire all’alimento di assorbire umidità dall’ambiente; infatti, il conseguen-
te aumento dell’attività dell’acqua sulla superficie e all’interno dell’alimento favorirebbe la
crescita microbica. Quando alimenti con bassa aw vengono posti in ambienti ad alta UR ten-
dono ad assorbire acqua fino a stabilire un equilibrio con l’ambiente esterno. Allo stesso
modo alimenti con elevata aw , posti in ambienti a bassa UR, perdono umidità. Tra UR e tem-
peratura esiste una relazione che va considerata quando si scelgono gli ambienti di conser-
vazione degli alimenti. In generale quanto maggiore è la temperatura, tanto più bassa è l’UR,
e viceversa.

Gli alimenti soggetti all’attacco superficiale da parte di muffe, lieviti e taluni batteri devo-
no essere conservati in condizioni di bassa UR. Se non adeguatamente confezionate, a tem-
perature di frigorifero carni come il pollo intero e i tagli di manzo tendono a essere sogget-
te ad alterazione superficiale prima che si verifichi un deterioramento profondo. Ciò è dovu-
to ai valori elevati di UR del frigorifero e al fatto che i microrganismi che alterano la carne
sono essenzialmente aerobi. Sebbene sia possibile ridurre le probabilità di contaminazione
superficiale di alcuni alimenti, conservandoli in condizioni di bassa UR, va tenuto presente
che in tali condizioni l’alimento perde umidità, divenendo talora poco gradevole dal punto
di vista sensoriale. Nella scelta delle condizioni di UR, occorre considerare sia la possibili-
tà di sviluppo microbico superficiale, sia il mantenimento della qualità dell’alimento. Modi-
ficando la composizione dell’atmosfera di conservazione, è comunque possibile ritardare
l’alterazione superficiale dell’alimento, senza abbassare il valore di UR.

r B T T= −( )0
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3.2.3  Presenza e concentrazione di gas nell’ambiente

L’anidride carbonica (CO2) è il principale gas atmosferico impiegato per controllare i micror-
ganismi negli alimenti15,35. CO2 e O2, sono i due gas maggiormente utilizzati per gli alimen-
ti confezionati in atmosfera modificata (MAP, modified atmosphere packaged), che saranno
discussi nel capitolo 14.

L’ozono (O3), è un altro gas atmosferico con proprietà antimicrobiche; è stato testato per
alcuni decenni come agente per prolungare la shelf life di alcuni alimenti. In effetti si è dimo-
strato efficace nei confronti di diversi microrganismi 9; tuttavia, essendo un forte agente ossi-
dante, non può essere utilizzato per alimenti ad alto contenuto lipidico, nei quali causerebbe
fenomeni di irrancidimento. L’ozono è stato testato su colture di Escherichia coli O157: H7:
in concentrazioni da 3 a 18 ppm è risultato letale in un intervallo di tempo compreso tra 20
e 50 minuti10. Il gas è stato somministrato mediante un generatore di ozono: su triptone soia
agar il valore di D a 18 ppm è stato di 1,18 minuti, mentre in tampone fosfato è stato di 3,18
minuti. Per ottenere il 99% di inattivazione di circa 10.000 cisti/mL di Giardia lamblia, la
concentrazione a 25 e a 5 °C, è stata quantificata in 0,17 e 0,53 mg-min/L, rispettivamen-
te 53. A 25 °C questo protozoo è circa tre volte più sensibile all’O3 rispetto a 5 °C. L’impie-
go di O3 negli alimenti è permesso in Australia, Francia, Giappone e Stati Uniti, dove, nel
1997, è stato classificato come GRAS (generally regarded as safe, considerato sicuro per la
salute). In generale, concentrazioni di O3 comprese tra 0,15 e 5,00 ppm in atmosfera si sono
dimostrate efficaci per inibire alcuni batteri alteranti oltre che i lieviti. L’utilizzo di O3 come
agente di sanitizzazione è trattato nel capitolo 13.

3.2.4  Presenza e attività di altri microrganismi

Vi sono microrganismi di origine alimentare che producono sostanze in grado di inibire o
distruggere altre specie microbiche: per esempio, antibiotici, batteriocine, perossido di idro-
geno e acidi organici. Le batteriocine e alcuni tipi di antibiotici sono trattati nel capitolo 13.
L’effetto inibitorio che alcuni membri della microflora di un alimento esercitano su altri è un
fenomeno ben studiato e verrà discusso anch’esso nel capitolo 13. 
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I capitoli dal 4 al 9 trattano le tipologie e le quantità di microrganismi isolati da diversi pro-
dotti alimentari e definiscono il ruolo che essi esercitano nell’alterazione degli alimenti. La
fermentazione e i prodotti lattiero-caseario fermentati sono discussi nel capitolo 7, mentre i
prodotti fermentati non appartenenti a tale categoria sono trattati nel capitolo 8. Per ulterio-
ri approfondimenti si consigliano i seguenti testi. 

Davies A, Board R (eds) (1998) The Microbiology of Meat and Poultry. Aspen Publishers, Gaither-
sburg, MD. Eccellente trattato sulla microbiologia delle carni e del pollame.

International Commission on Microbiological Specifications of Foods (ICMSF) (1996) Microorga-
nisms in Foods (5th ed). New York: Kluwer Academic Publishers. Accurata trattazione dei parame-
tri che influenzano i microrganismi di interesse, compresi i virus, e i parassiti animali.

Kraft AA (1992) Psychrotrophic Bacteria in Foods: Disease and Spoilage. CRC Press, Boca Raton, FL.
Contiene informazioni storiche sui microrganismi di interesse alimentare.

Lamikanra O (2002) Fresh-Cut Fruits and Vegetables: Science, Technology and Market. CRC Press,
Boca Raton, FL. Testo di microbiologia generale dei prodotti ortofrutticoli pronti al consumo, com-
presi i MAP e altre tipologie.

Mossel DAA, Corry J, Struijk C et al. (eds) (1995) Essentials of the Microbiology of Foods. John Wiley
& Sons, New York. Questo testo costituisce un eccellente strumento di consultazione per la mag-
gior parte degli aspetti della microbiologia degli alimenti.

Robinson RK (ed) (2002) Dairy Microbiology Handbook (3rd ed). Wiley & Sons, New York. Esame
approfondito di numerosi prodotti lattiero-caseari.
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È noto che, al momento della macellazione, i tessuti interni degli animali sani da macello non
sono contaminati da batteri, a meno che i capi di bestiame non siano in condizioni di stress
o di eccessiva stanchezza. Diverse sono invece le concentrazioni e le tipologie di microrga-
nismi che si riscontrano nella carne fresca e nel pollame nei punti vendita al dettaglio. Le
fonti e le principali vie attraverso le quali i microrganismi giungono alle carni fresche sono
riportate di seguito, con particolare considerazione per le carni rosse.

1. Coltello cavo Dopo essere stati storditi e sollevati per le zampe posteriori, gli animali
(per esempio i manzi) vengono abbattuti per dissanguamento, fendendo la vena giugula-
re con un “coltello cavo”. Se la lama non è sterile, i microrganismi si diffondono attraver-
so il circolo ematico e possono raggiungere qualunque parte della carcassa.

2. Pelle dell’animale I microrganismi presenti sulla pelle sono tra quelli che penetrano
nella carcassa veicolati dalla lama, mentre altri possono essere depositati sulla carcassa
scuoiata o sulle superfici appena tagliate. Alcune popolazioni microbiche, tipicamente
presenti sulla pelle degli animali, possono passare nell’aria e contaminare le carcasse inte-
gre non ancora scuoiate, come osservato in seguito. (Le operazioni di sanitizzazione e
lavaggio delle carcasse saranno discusse alla fine di questo capitolo.)

3. Tratto gastrointestinale In seguito a perforazione dei visceri, il contenuto intestinale,
unitamente al pesante carico microbico, può essere trasferito sulla superficie delle carcas-
se non ancora scuoiate. A tale riguardo, è particolarmente importante il rumine degli ani-
mali ruminanti, in quanto contiene solitamente circa 1010 batteri per grammo.

4. Mani degli operatori addetti alle lavorazioni Come già osservato nel capitolo 2, le mani
rappresentano per le carni appena macellate una fonte di patogeni umani. Il trasferimento
dei microrganismi da una carcassa all’altra può verificarsi anche quando gli operatori
indossano guanti protettivi.

5. Contenitori È evidente che i tagli di carne posti in contenitori non sterili possono esse-
re contaminati dai microrganismi presenti nei contenitori. Questa pratica sarebbe la prin-
cipale fonte di microrganismi per le carni tritate o macinate.

6. Manipolazione e ambiente di conservazione Come visto nel capitolo 2, l’aria che circo-
la negli ambienti è una fonte non trascurabile di microrganismi per le superfici di tutti gli
animali macellati.

7. Linfonodi Nelle carni rosse, i linfonodi solitamente circondati da grasso contengono un
elevato numero di microrganismi, specialmente batteri. È lecito attendersi, quindi, che
questi ultimi si diffondano nel prodotto, se i linfonodi vengono tagliati dalle lame o
aggiunti a porzioni di carne macinata.
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In generale, le fonti di contaminazione più importanti sono costituite dai contenitori non
sterili. Quando diverse migliaia di animali vengono macellati e lavorati in un solo giorno
nello stesso stabilimento, la microflora superficiale delle carcasse tende a normalizzarsi, seb-
bene sia necessario qualche giorno per raggiungere tale equilibrio. La conseguenza pratica
di questo fenomeno è la prevedibilità delle popolazioni microbiche che possono essere rin-
venute nei prodotti destinati al commercio al dettaglio.

4.1  Eventi biochimici che conducono al rigor mortis

Quando un bovino ben riposato viene macellato, si verificano una serie di eventi che porta-
no alla produzione della carne destinata al consumo. Lawrie106 descrisse dettagliatamente
questi eventi, qui riportati in forma essenziale. Di seguito sono riassunte le fasi che si succe-
dono durante la macellazione dell’animale.

1. La circolazione sanguigna cessa: la capacità di risintetizzare l’ATP (adenosina trifosfato)
viene persa; la mancanza di ATP determina l’associazione di actina e miosina con forma-
zione del complesso actinomiosina, che porta all’irrigidimento muscolare.

2. Le riserve di ossigeno si esauriscono, determinando una riduzione del potenziale O/R
(ossido-riduzione).

3. La riserva di vitamine e antiossidanti si esaurisce, avviando un lento processo di irranci-
dimento.

4. La regolazione nervosa e ormonale cessa, provocando una abbassamento della temperatu-
ra e la solidificazione dei grassi dell’animale.

5. La respirazione cessa e si interrompe la sintesi di ATP.
6. Comincia il processo di glicolisi, che conduce alla conversione di gran parte del glicoge-

no in acido lattico, che a sua volta determina un abbassamento del pH da circa 7,4 fino a
5,6. Questo fenomeno, inoltre, dà inizio al processo di denaturazione proteica e alla libe-
razione e attivazione delle catepsine e completa il rigor mortis. La denaturazione delle
proteine è accompagnata anche dal passaggio di ioni mono e bivalenti nelle proteine del
muscolo.

7. Il sistema reticoloendoteliale cessa di svolgere la sua attività di pulizia dell’organismo;
ciò consente ai microrganismi di crescere incontrollati.

8. I diversi metaboliti accumulati favoriscono la denaturazione delle proteine.

Questi eventi richiedono da 24 a 36 ore alle temperature (2-5 °C) alle quali viene general-
mente mantenuta la carne bovina appena macellata. Mentre parte dei microrganismi presen-
ti comunemente nella carne deriva dai linfonodi dell’animale 109, ulteriore contaminazione
può derivare dalla lama utilizzata per il dissanguamento, dalla pelle dell’animale, dal tratto
intestinale, dalla polvere, dalle mani degli operatori, dalle lame dei coltelli da taglio, dai reci-
pienti e da altre fonti analoghe.

Quando la carne viene conservata per un tempo prolungato a temperature di refrigerazio-
ne, ha inizio l’alterazione microbica. Se all’interno della carcassa la temperatura non rag-
giunge valori di refrigerazione, l’alterazione ha luogo presumibilmente a opera di batteri pro-
venienti da fonti di contaminazione interne. Clostridium perfringens e i generi della famiglia
delle Enterobacteriaceae sono le forme batteriche predominanti 90. D’altra parte, l’alterazio-
ne microbica delle carni refrigerate è, in gran parte, un fenomeno superficiale, causato da bat-
teri alteranti apportati da fonti di contaminazione esterne 90.
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4.2  Microflora * delle carni e del pollame

I principali generi di batteri, lieviti e muffe isolati da questi prodotti prima del loro deterio-
ramento sono elencati nelle tabelle 4.1 e 4.2. Comunemente, la flora batterica presente nelle
carni riflette quello dell’ambiente di macellazione e di trasformazione, nei quali – come
osservato in precedenza – vi è una netta prevalenza di batteri Gram-negativi. Tra i Gram-
positivi, invece, gli enterococchi insieme ai lattobacilli costituiscono i generi batterici rinve-
nuti con maggiore frequenza. A causa della loro diffusa presenza negli ambienti di lavorazio-
ne della carne, può anche essere riscontrato un numero piuttosto elevato di generi di muffe.
Tra questi, sono compresi i generi Penicillium, Mucor e Cladosporium. I lieviti più diffusi in
carni e pollame appartengono ai generi Candida e Rhodotorula (tabella 4.2). (Per un esame
più approfondito, si veda il riferimento bibliografico 35.)

4.3  Incidenza/prevalenza di microrganismi nelle carni rosse fresche

L’incidenza e la prevalenza dei microrganismi in alcune carni rosse sono presentate in tabel-
la 4.3; in particolare, i risultati delle conte aerobie su piastra della carne macinata fresca,
sono considerevolmente alti se comparati con quelli riportati dal Department of Agriculture
statunitense (USDA176). In quest’ultima indagine, effettuata su 563 campioni di carne maci-
nata fresca, provenienti da diverse zone degli Stati Uniti, il valore medio del log10 per cari-
ca mesofila aerobia è stato soltanto di 3,90, mentre per coliformi, Clostridium perfringens e
Staphylococcus aureus i valori riportati sono stati rispettivamente 1,98, 1,83 e 1,49. Non è
chiaro in quale misura questi valori più bassi, ottenuti per la carne bovina fresca macinata,
derivino da una tendenza alla riduzione della carica batterica in questo tipo di prodotto,
oppure dalle metodiche di laboratorio impiegate. 

Per diversi decenni le carni tritate hanno mostrato un numero di microrganismi più eleva-
to rispetto a quelle integre, come le bistecche, ed esistono precise ragioni per giustificare
questo fenomeno.

1. Le carni macinate in commercio sono ottenute dalla rifilatura di diversi tagli, che vengo-
no spesso manipolati in modo eccessivo e che, solitamente, contengono un’elevata carica
microbica. Le carni macinate ottenute, invece, a partire da grossi tagli tendono a essere
contaminate in misura minore.

2. La carne macinata espone una maggiore area superficiale, e questo giustifica in parte l’in-
cremento della contaminazione microbica. Occorre quindi considerare che, riducendo la
dimensione delle particelle, l’area superficiale totale aumenta, con conseguente incremen-
to dell’energia superficiale.

3. Questa maggiore area superficiale della carne macinata favorisce lo sviluppo di batteri
aerobi che, solitamente, sono causa di alterazioni a basse temperature.

4. In alcune attività commerciali raramente le macchine tritacarne, le lame da taglio e gli
utensili per la conservazione vengono puliti con la frequenza e l’accuratezza necessarie
per prevenire l’accumulo progressivo di microrganismi. Tale carenza è emersa dai risul-
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* Nel testo originale inglese gli autori osservano, correttamente, che i termini flora e microflora risalgono
all’epoca in cui si credeva che i batteri fossero piante primitive e, pertanto, utilizzano generalmente biota e
microbiota. Questi ultimi termini, tuttavia, sono scarsamente utilizzati nella letteratura scientifica italiana,
pertanto nella traduzione si è preferito attenersi all’uso corrente (N.d.C.).
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Tabella 4.1 Generi di batteri rinvenuti con maggiore frequenza in carni e pollame

Genere Colorazione di Gram Carni fresche Fegati freschi Pollame

Acinetobacter – XX X XX
Aeromonas – XX X
Alcaligenes – X X X
Arcobacter – X
Bacillus + X X
Brochothrix + X X X
Campylobacter – XX
Carnobacterium + X
Caseobacter + X
Citrobacter – X X
Clostridium + X X
Corynebacterium + X X XX
Enterobacter – X X
Enterococcus + XX X X
Erysipelothrix + X X
Escherichia – X X
Flavobacterium – X X X
Hafnia – X
Kocuria + X X X
Kurthia + X
Lactobacillus + X
Lactococcus + X
Leuconostoc + X X
Listeria + X XX
Microbacterium + X X
Micrococcus + X XX XX
Moraxella – XX X X
Paenibacillus + X X
Pantoea – X X
Pediococcus + X
Proteus – X X
Pseudomonas – XX XX
Psychrobacter – XX X
Salmonella – X X
Serratia – X X
Shewanella – X
Staphylococcus + X X X
Vagococcus + XX
Weissella + X X
Yersinia – X

X = rinvenuto.
XX = rinvenuto frequentemente.



tati ottenuti da una ricerca batteriologica condotta in diverse aree del reparto macelleria
di un grande negozio di alimentari. Le lame utilizzate per tagliare la carne e il tagliere
sono stati campionati per mezzo di tamponi, ottenendo i seguenti risultati medi: le lame
da taglio presentavano una conta totale di 5,28 log10 /in2 (1 inch2 = 6,45 cm2) i dati otte-
nuti per coliformi, enterococchi, stafilococchi e micrococchi sono stati, rispettivamente:
2,3; 3,64; 1,60; 3,69. La conta totale media del tagliere è stata di 5,69 log10 /in2; con 2,04
per i coliformi, 3,77 per gli enterococchi, < 1,00 per gli stafilococchi e 3,79 per i micro-
cocchi. Questi rappresentano le principali fonti di contaminazione batterica per le carni
macinate e sono responsabili dell’elevata conta batterica totale.

5. Un pezzo di carne pesantemente contaminato è sufficiente per contaminarne anche altri:
può essere coinvolto l’intero lotto, poiché le carni passano tutte attraverso lo stesso trita-
carne. La porzione di carne contaminata contiene spesso dei linfonodi, solitamente situa-
ti nella parte grassa. È stato dimostrato che i linfonodi contengono un elevato numero di
microrganismi e ciò spiega, in parte, perché la carne degli hamburger presenta comune-
mente una conta totale maggiore di quella ritrovata nella carne macinata di bovino. Infat-
ti, in alcuni casi la prima può contenere fino al 30% di grasso bovino, mentre il contenu-
to in grassi della carne macinata non deve superare il 20% (Reg CE 2076/2005).

4.3.1  Batteri

L’alta prevalenza di enterococchi nelle carni è stata dimostrata da uno studio condotto nel
2001-2002 sulle carni vendute al dettaglio nello Iowa. Su 255 campioni di maiale, 247 (97%)
sono risultati positivi per la presenza di questi microrganismi, con il 54 e il 38% degli isola-
ti appartenenti, rispettivamente, alle specie Enterococcus faecalis e E. faecium 84. Tutti i 262
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Tabella 4.2 Generi di funghi rinvenuti con maggiore frequenza su carni e pollame

Carni fresche Carni fresche
Genere e refrigerate Pollame Genere e refrigerate Pollame

Muffe Lieviti
Alternaria X X Candida XX XX
Aspergillus X X Cryptococcus X X
Aureobasidium X Debaryomyces X XX
Cladosporium XX X Hansenula X
Eurotium X Pichia X X
Fusarium X Rhodotorula X XX
Geotrichum XX X Saccharomyces X
Monascus X Torulopsis XX X
Monilia X Trichosporon X X
Mucor XX X Yarrowia XX
Neurospora X
Penicillium X X
Rhizopus XX X
Sporotrichum XX
Thamnidium XX

X = rinvenuto; XX = rinvenuto frequentemente.
Fonte: Dati tratti dai riferimenti 34, 35 e 94.



campioni di carne bovina, invece, contenevano enterococchi; in particolare, il 65% degli iso-
lati è risultato ascrivibile alla specie E. faecium, il 17% a E. faecalis e il 14% a E. hirae 84.

I membri del genere Paenibacillus, Bacillus e Clostridium sono stati trovati in carni di
tutti i tipi. In uno studio sull’incidenza delle spore di anaerobi putrefattivi (PA), in macinati
di carne di maiale freschi o trasformati e in carne di maiale in scatola, Steinkraus e Ayres165

scoprirono che questi microrganismi erano presenti a livelli molto bassi, generalmente infe-
riori a 1/g. Greenberg e colleghi76, in uno studio sull’incidenza delle spore di clostridi nelle
carni, hanno riscontrato su 2.358 campioni un conteggio medio di spore di PA di 2,8 per
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Tabella 4.3 Percentuali relative di microrganismi in carni rosse che soddisfano specifici valori
soglia (concentrazioni espresse in log10 di ufc/g o mL)

N. di Gruppi microbici/ % campioni
Prodotti campioni Limiti (log10 ) conformi Rif. bibl.

Pasticcio di 735 Carica mesofila aerobia 76 170
carne bovina ≤6,00/g
cruda 735 Coliformi ≤2,00/g 84 170

735 E. coli ≤2,00/g 92 170
735 S. aureus ≤2,00/g 85 170
735 Assenza di salmonelle 99 170

Carne bovina 1.830 Carica mesofila aerobia 89 21
macinata fresca* ≤6,70/g

1.830 S. aureus ≤2,00/g 92 21
1.830 E. coli ≤1,70/g 84 21
1.830 Assenza di salmonelle 98 21
1.830 Assenza di C. perfringens 80 21

Carne bovina 1.090 Carica mesofila aerobia 88 142
macinata fresca a 35 °C ≤7,00/g

1.090 Coliformi fecali ≤2,00/g 76 142
1.090 S. aureus: <2,00/g 91 142

Pasticcio congelato 605 Carica mesofila aerobia 67 74
di carne bovina ≤6,00/g
macinata 604 E. coli < 2,70/g 85 74

604 E. coli ≤ 3,00/g MPN 91 74

Hamburger fritto 107 Carica mesofila aerobia 76 43
72 h a 21 °C < 3,00/g;

107 Assenza di enterococchi, 100 43
coliformi, S. aureus
e salmonelle

Carni macinate 113 Coliformi ≤ 2,00/g 42 163
di selvaggina 113 E. coli ≤ 2,00/g 75 163
di grossa taglia 113 S. aureus ≤ 2,00/g 96 163

* Secondo la legge allora vigente nell’Oregon.
Carica mesofila aerobia = conta aerobia in piastra.
MPN = most probable number.



grammo. Delle 19.727 spore di PA isolate, solo una è stata attribuita alla specie Clostridium
botulinum ed è stata isolata da pollo. I numerosi campioni di carne (manzo, maiale e pollo)
analizzati in questo studio provenivano da ogni parte degli Stati Uniti e del Canada. L’im-
portanza delle spore di PA nelle carni è dovuta ai problemi incontrati durante i processi di
distruzione termica di tali forme nelle industrie conserviere (vedi capitolo 17).

Erysipelothrix rhusiopathiae è stato rinvenuto nel 34% dei campioni di carne di maiale
venduta al dettaglio in Giappone, mentre in Svezia le percentuali vanno dal 4 al 54%. Sono
state isolate diverse serovar dalla carne di maiale e nove sono state rinvenute in Giappone tra
gli isolati ottenuti da campioni di pollo 133. È stato suggerito che il pollo potrebbe rappresen-
tare un serbatoio di Erysipelothrix spp. per le infezioni umane. (Maggiori informazioni su
questo batterio sono riportate nel capitolo 31.)

Da uno studio sull’incidenza di Clostridium perfringens in un’ampia varietà di alimenti
statunitensi, Strong e colleghi169 hanno isolato questo microrganismo nel 16,4% dei campio-
ni di carne cruda, pollame e pesce. È stato anche isolato da altri prodotti: nelle spezie (5%),
in frutta e vegetali (3,8%), in alimenti congelati preparati industrialmente (2,7%) e in cibi
preparati in ambito domestico (1,8%). Altri ricercatori hanno riscontrato basse concentrazio-
ni di questo microrganismo, in carne sia fresca sia trasformata. Su 95 campioni di carne
bovina macinata C. perfringens è stato trovato in concentrazione non superiore a 1000 ufc/g
nell’87% dei casi; mentre nel 47% dei casi (45 campioni su 95) il microrganismo era pre-
sente in concentrazione inferiore a 100 ufc/g103. In un’altra ricerca su C. perfringens nella
carne di maiale, il microrganismo non è stato isolato né dalle carcasse, né dai cuori, né dalle
milze, mentre i fegati sono risultati positivi nel 21,4% dei casi13. Le salsicce di maiale desti-
nate al commercio, hanno mostrato una prevalenza del 38,9%. In uno studio condotto nel
biennio 2001-2002 negli Stati Uniti, su 445 campioni di carne cruda suina, bovina e di pol-
lame (sia intera, sia macinata, sia emulsionata), le spore di C. perfringens non raggiungeva-
no mai valori superiori a 2,0 log10 , con un valore medio di 1,56 log10 ufc/g173. Quando diver-
si di questi campioni sono stati inoculati con circa 3,0 log10/g di tre diversi ceppi di C. per-
fringens e, successivamente, cotti e conservati per 14 giorni sotto vuoto a 4 °C, le cellule
inoculate hanno mostrato un leggero calo al termine del trattamento termico, ma il loro
numero è rimasto praticamente invariato in seguito al raffreddamento del prodotto da
54,5 °C a 7,2 °C 173. (L’importanza della presenza di questo microrganismo negli alimenti è
discussa nel capitolo 24.)

È stato osservato che alcuni membri della famiglia delle Enterobacteriaceae sono piutto-
sto comuni nelle carni fresche e congelate di bovino e maiale e nei prodotti derivati. Esami-
nando 442 campioni di carne, Stiles e Ng169 hanno isolato batteri enterici nell’86% di essi, e
tutti i 127 campioni di carne bovina macinata sono risultati positivi. Tra le specie isolate con
maggiore frequenza vi sono: il biotipo I di Escherichia coli (29%), Serratia liquefaciens
(17%) e Pantoea agglomerans (12%); 721 isolati (32%) erano rappresentati da Citrobacter
freundii, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae e E. hafniae. In un esame effettuato
su 702 alimenti appartenenti a 10 diverse categorie, e finalizzato alla rilevazione dei colifor-
mi totali attraverso il metodo del numero più probabile (MPN, most probable number), il
valore più elevato – determinato con il calcolo della media geometrica secondo la procedu-
ra della AOAC (Association of Official Analytical Chemists) – è stato 59/g, riscontrato nei
119 campioni di carne bovina macinata 3. Il valore medio rilevato nei 94 campioni di salsic-
cia di maiale è stato 7,9/g. Nei 32 campioni di carne di capra macinata il contenuto medio di
coliformi, Enterobacteriaceae e carica mesofila aerobia è stato, rispettivamente: 2,88; 3,07;
6,57 log10

131. (Per maggiori informazioni sull’incidenza/prevalenza di coliformi, enterococ-
chi e altri microrganismi indicatori si rinvia al capitolo 20.)
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Come si è visto, su 563 campioni di carne bovina macinata, esaminati negli Stati Uniti, il
53% conteneva C. perfringens e il 30% S. aureus 176. In Giappone, utilizzando la nested PCR,
la specie enterotossigena di Clostridium perfringens è stata rilevata, rispettivamente , nel 2,
12 e 0% di 50 campioni di carne bovina, di pollo e di maiale128.

In uno studio australiano, condotto su 470 carcasse di pecora subito dopo l’abbattimento,
il valore medio della carica mesofila aerobia è stato 3,92 log10 /cm2, quando determinato a
25 °C dopo 72 ore, e 3,48 log10/cm2 , quando determinato a 5 °C dopo 14 giorni di incubazio-
ne179. (Per una trattazione più ampia sulla presenza di batteri Gram-positivi nelle carni, si
consiglia il riferimento bibliografico 87.)

Escherichia coli (biotipo I)

Questo batterio costituisce il principale indicatore dello stato igienico-sanitario degli alimen-
ti freschi; insieme ad altri microrganismi indicatori, è descritto e discusso nel capitolo 20.
Per valutare la sicurezza della carne bovina, una commissione internazionale ha raccoman-
dato la ricerca di microrganismi indicatori piuttosto che di patogeni specifici17. 

In uno studio statunitense, su pasticci di carne bovina congelati, la conta media degli aero-
bi in piastra (APC, carica mesofila aerobia) è stata < 3,0 log10 ufc/g, mentre lo stesso indice
per coliformi e biotipo I di E. coli è stato <1,0 log10 ufc/g 144. Gli autori di questa ricerca
hanno anche osservato l’assenza di correlazione diretta tra basso numero di E. coli biotipo I
e E. coli O157:H7. In una ricerca canadese i coliformi e le specie di E. coli isolati dalle
superfici dei tavoli e dai convogliatori negli stabilimenti per la lavorazione delle carni erano
paragonabili a quelli isolati dai tagli e dai quarti di carne bovina; questi risultati dimostrano
il ruolo svolto dalle attrezzature di trasporto nella contaminazione dei tagli di carne da parte
dei microrganismi citati in precedenza70.

L’incidenza e la prevalenza dei ceppi di E. coli biotipo I varia considerevolmente tra le
carni rosse poste in vendita. In uno studio realizzato in Australia, il 75% dei campioni prele-
vati da 470 carcasse di pecora conteneva questo microrganismo181, mentre in un’altra ricer-
ca è risultato positivo l’11% di 812 campioni prelevati da carcasse di bovino australiane
lavorate per l’esportazione 141. Negli Stati Uniti E. coli è stato isolato dal 25% di 404 cam-
pioni di carne bovina macinata 186, mentre su 100 campioni di carcasse di maiale nella fase di
post-dissanguamento è stato rinvenuto nel 30% dei casi; la stessa percentuale è stata riscon-
trata nelle carcasse testate dopo il raffreddamento172.

Arcobacter e Campylobacter spp.

Questi generi sono strettamente correlati dal punto di vista filogenetico e non sorprende il
fatto che essi condividano gli stessi habitat. I dati relativi all’incidenza e alla prevalenza in
vari tipi di carni e nel pollame sono riassunti e presentati in tabella 4.4. Generalmente Arco-
bacter spp. è molto più comune nel pollame che nei prodotti derivati dalle carni rosse; ciò
sembra valere anche per le specie appartenenti al genere Campylobacter. A. butzleri è una
specie comunemente rinvenuta: è stata ritrovata in tutte e 25 le carcasse di pollo analizzate
in uno studio in Danimarca4, mentre A. cryaerophilus è stata isolata da 13 delle 25 carcasse
e A. skirrowii solo da due.

Negli Stati Uniti, in uno studio condotto su 200 campioni di carne di maiale fresca impie-
gando differenti metodi di recupero, Ohlendort e Murano136 hanno rilevato specie apparte-
nenti al genere Arcobacter nel 20% dei campioni con basso tenore di grasso e solo nel 4%
dei campioni contenenti elevate quantità di grasso; inoltre, questi microrganismi sono stati
isolati più frequentemente dai maiali giovani rispetto a quelli vecchi.
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Gli uccelli selvatici e migratori sono anche portatori di specie del genere Campylobacter.
Su 1794 volatili, appartenenti alle 107 specie presenti in Europa, il 22,2% ospita Campylo-
bacter spp.; in particolare, le specie C. lari, C. jejuni e C. coli in percentuali, rispettivamen-
te, del 5,6, 4,9 e 0,95% 182. La più alta percentuale di Campylobacter spp. (76,8%) è stata
riscontrata in 383 specie di uccelli che si nutrono di invertebrati in prossimità delle zone
costiere. Su 464 insettivori arboricoli solo lo 0,6% è risultato positivo per la presenza di
Campylobacter 182.
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Tabella 4.4 Incidenza/prevalenza di Arcobacter, Campylobacter e Helicobacter spp. in carni e
pollame freschi e congelati 

% di positivi/
Prodotto Genere totale campioni Paese Rif. bibl.

Maiale Arcobacter 32/200 Stati Uniti 13
Carne bovina Arcobacter butzleri 9/200 Stati Uniti 75
Carne di tacchino Arcobacter 77/391 Stati Uniti 117
Pollo da arrosto (broiler) Arcobacter 95/480 Belgio 88
Pollo e broiler Arcobacter 60/25 Danimarca 4
Pollo Arcobacter 40/45 Messico 181
Maiale Arcobacter 64/200 Stati Uniti 134
Bovino Arcobacter 29/45 Messico 181
Maiale Arcobacter 5/45 Messico 181
Pollo fresco Campylobacter 94/63 Irlanda del Nord 130
Pollo congelato Campylobacter 77/44 Irlanda del Nord 130
Pollo fresco Campylobacter 85/35 Olanda 42
Pollo congelato Campylobacter 87/38 Olanda 42
Carni di pollo Campylobacter 83/90 Regno Unito 102
Fegato di agnello Campylobacter 73/96 Regno Unito 102
Fegato di maiale Campylobacter 72/99 Regno Unito 102
Fegato di maiale Campylobacter ca. 6/400 Irlanda del Nord 129
Fegato di bue Campylobacter 54/96 Regno Unito 129
Carne di maiale Campylobacter 1,3/384 Stati Uniti 41
al dettaglio
Broiler Campylobacter 88/1.297 Stati Uniti 177
Carcasse di pecora Campylobacter 1,3/470 Australia 179
Carne macinata bovina Campylobacter <1/563 Stati Uniti 176
Campioni di suino Campylobacter 0,99/202 Stati Uniti 138
Carcasse di tacchino Campylobacter 41,3/1.198 Stati Uniti 115
prima del raffreddamento
Broiler Campylobacter 27/12.233 Regno Unito 139
Carni fresche Campylobacter 12/405 Stati Uniti 167
Carni congelate Campylobacter 2,3/396 Stati Uniti 166
Pollo Campylobacter 30/360 Stati Uniti 166
Carni rosse Campylobacter 5/1.800 Stati Uniti 178
Tagli bovini Helicobacter pylori 0/20 Stati Uniti 168
Rumine, Helicobacter 0/105 Stati Uniti 168
campioni di mucosa*

* Mucosa del rumine e dell’abomaso di bovini.



Salmonelle

La prevalenza nella carne e nel pollame delle specie appartenenti al genere Salmonella è rias-
sunta in tabella 4.5. Le carni e il pollame rappresentano una fonte comune di Salmonella
spp., così come lo sono per le specie appartenenti ai generi Arcobacter e Campylobacter.

Nel 2000, nel Regno Unito, sono state trovate salmonelle nel 9,1% di 109 confezioni di
salsicce refrigerate e nel 7,5% di 53 confezioni di salsicce congelate, pari complessivamen-
te all’8,6% dei prodotti esaminati 119. Alcune sono state isolate da campioni fritti, grigliati o
cotti sul barbecue. I campioni grigliati per almeno 12 minuti hanno tutti raggiunto una tem-
peratura al cuore > 75 °C e, dalle analisi, sono risultati negativi alla presenza di salmonelle.
Su 51 confezioni esaminate, nessuna conteneva Campylobacter spp.

In merito alle fonti di salmonelle nelle fasi che precedono la macellazione dei suini, uno
studio condotto in Brasile ha dimostrato che i recinti di sosta rappresentano una fonte signi-
ficativa di Salmonella enterica 152. Questi risultati sono basati sullo studio di un elevato
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Tabella 4.5 Prevalenza di Salmonella spp. in carni e prodotti avicoli freschi e congelati

% di positivi /
Prodotto totale campioni Paese Rif. bibl.

Polli da arrosto 20/1.297 Stati Uniti 177
Polli da arrosto 25,9/27 Corea 26
Rossi d’uovo 0/1.620 Corea 26
Carne macinata 38/50 Stati Uniti 78
di tacchino congelata
Carcasse di tacchino a 12/208 Stati Uniti 18
Carcasse di tacchino 69/230 Canada 105
Involtini crudi di tacchino 27/336 Stati Uniti 18
Carcasse di pollo 61/670 Canada 105
Carcasse di pollo 34,8/69 Canada 44
Carcasse di pollo 91/45 Venezuela 150
Carcasse di pollo 60/192 Spagna 22
Carne bovina macinata 20/55 Botswana 65
Carne bovina macinata 7,5/563 Stati Uniti 176
Carne bovina macinata 11/88 Mexico 85
Carne bovina di macelleria 9,9/354 Botswana 65
Carcasse di bovino 0/62 Belgio 99
Carcasse di bovino 2,6/666 Canada 105
Carcasse di bovino b 0/812 Australia 141
Carcassa di manzo/vitella 1/2.089 Stati Uniti 178
Carcasse di pecora 5,7/470 Australia 179
Carcassa di maiale 27/49 Belgio 99
Carcasse di maiale 17,5/596 Canada 105
Carcasse di suino c 73/100 Stati Uniti 172
Carcasse di suino refrigerate 0,7/122 Stati Uniti 172
Maiale 1/8.066 Stati Uniti 10

a Prima della trasformazione.
b Campioni per l’esportazione.
c Post dissanguamento.



numero di animali. Un altro studio statunitense, condotto su 8.066 campioni per valutare la
presenza di salmonelle nell’ambiente di macellazione dei maiali, ha riportato i seguenti
risultati: suini 83%, suolo dei recinti 54%, stivali degli operatori 32%, mosche 16%, topi
9%, gatti 3% e volatili 3%10. Gli autori della ricerca hanno osservato che i gatti e le calza-
ture da lavoro sono le nicchie ecologiche in cui le salmonelle sono presenti in maggiore
quantità. I sierotipi ritrovati con maggiore frequenza sono S. Derby, Agona, Worthington e
Uganda10. Sono invece stati ottenuti risultati molto differenti da una ricerca effettuata per
determinare l’incidenza delle salmonelle in cinque macelli svedesi: tutti i 3.388 campioni
analizzati in laboratorio sono risultati negativi174. Per quanto riguarda S. Typhimurium, il
3,5% di 404 campioni di carne bovina macinata, prelevati nel 1998 negli Stati Uniti, sono
risultati positivi; in particolare, 5 dei 14 isolati, identificati come ceppi DT-104A (S. Typhi-
murium var Copenhagen) erano stati prelevati da campioni provenienti dall’area di San
Francisco186. Inoltre, nel 25% dei 404 campioni analizzati è stata riscontrata la presenza di
E. coli tipo I. In uno studio canadese, condotto per valutare il contenuto di salmonelle nelle
feci di maiali sani di 5 mesi, il 5,2% di 1420 capi è risultato positivo per 12 diversi sieroti-
pi; tra questi, S. Brandenburg è stato rinvenuto nel 42% dei casi111. In Spagna, nel 1992, in
un macello per pollame sono stati isolati 112 ceppi di salmonelle: il 77% apparteneva alla
specie S. Enteritidis 22.

Per comprendere meglio come sono distribuite le salmonelle nelle diverse fasi della pro-
duzione di polli, sono stati esaminati campioni prelevati nei seguenti punti del ciclo (tra
parentesi la percentuale di positività alle salmonelle): centro di riproduzione (6%), incubato-
io (98%), fase precedente l’ingrasso (24%), fase d’ingrasso (60%), carcasse dopo la lavora-
zione (7%) 8. Questa ricerca indica che gli incubatoi costituiscono l’area che necessita mag-
giormente di disinfezione. Una ricerca analoga è stata effettuata in Brasile, dove sono stati
esaminati diversi punti in 60 piccoli macelli avicoli (< 200 volatili/giorno), rilevando le
seguenti percentuali di positività per la presenza di salmonella: carcasse 42%, utensili 23%,
acqua 71%, congelatore 71%, frigorifero 62%. Complessivamente il 41% dei campioni con-
teneva salmonelle; tra i 17 sierotipi isolati, è risultato dominante S. Enteritidis (30%), segui-
to da S. Albany e S. Hadar (entrambi 12% )62.

Listeria e Yersinia spp.

La prevalenza di L. monocytogenes varia ampiamente in carni rosse e pollame crudi ; i pro-
dotti avicoli, elencati all’inizio della tabella 4.6, presentano tassi di contaminazione che
variano dal 5 al 62%. La percentuale più elevata è stata riscontrata nel pollo crudo in pezzi,
dal quale sono stati isolati i sierotipi 1/2a, 1/2c e 4b. Gli isolati rappresentavano 14 differen-
ti tipologie di profili PFGE (pulsed field gel electrophoresis, elettroforesi su gel in campo
pulsato, vedi capitolo 11)127.

In Messico è stata valutata la presenza di Yersinia spp. in carne di maiale cruda e in pro-
dotti ottenuti da pollo: è risultato positivo il 27% dei campioni esaminati147. È stato confer-
mato il 24% dei 706 ceppi isolati simili a Yersinia; il 49% dei confermati è risultato ascrivi-
bile a Y. enterocolitica, il 25% a Y. kristensenii, il 15% a Y. intermedia e il 9% a Y. frederik-
senii. In una ricerca effettuata su carne di maiale proveniente da un macello, su 43 campio-
ni 8 contenevano Y. enterocolitica, Y. intermedia, Y. kristensenii e Y. frederiksenii 82. In un
altro studio condotto negli Stati Uniti sui maiali, è stato isolato almeno un ceppo di Y. ente-
rocolitica in 95 lotti su 103 (92%); il 99% dei patogeni isolati era del sierotipo O:5, mentre
solo il 3,7% era del sierotipo O:3 61. In Finlandia, Y. enterocolitica è stata identificata nel
92% di 51 campioni di lingua e nel 25% di 255 campioni di carne macinata 57. Utilizzando la
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PCR, oltre alle tecniche colturali, è stata riscontrata positività in oltre il 98% dei campioni
di lingua di maiale, con prevalenza del biotipo IV. Da 31 lingue di maiale, provenienti da ani-
mali appena macellati, sono stati isolati 21 ceppi; tra questi, è risultato predominante il sie-
rotipo O:8, seguito dal sierotipo O:6,30 38. In uno studio condotto in Brasile, sulla presenza
di Yersinia in carne bovina e pollame crudi, è risultato positivo l’80% dei campioni, con per-
centuali del 60% nella carne bovina macinata e nel fegato e del 20%nel pollame183.

Nelle salsicce stagionate turche (sucuk) si osserva una diminuzione di Yersinia enteroco-
litica da 5,0 a 1,8 log10 ufc/g dopo 4 giorni di fermentazione e da 5,0 a 0,5 log10 ufc/g dopo
12 giorni di stagionatura, senza l’aggiunta diretta di batteri lattici 25. Aggiungendo circa 7,0
log10 ufc/g di Lactobacillus sakei e di Pediococcus acidilactici, la concentrazione del pato-
geno è scesa a 0,5 log10 ufc/g dopo soli 3 giorni di fermentazione; dopo 4 giorni il numero
era talmente basso da non poter essere rilevato25.

Ceppi patogeni di Escherichia coli

La presenza di E. coli O157:H7 nelle carni rosse e nel pollame è molto variabile: da una tota-
le negatività in 990 campioni di carne bovina senz’osso a una positività del 17% in altri due
tipi di carne rossa (tabella 4.7). A Seattle (Stato di Washington), dove nel 1993 si è registra-
ta un’epidemia causata da carne macinata, sono stati prelevati 296 campioni di carne bovina
macinata e di feci del bestiame. Dei ceppi non-O157:H7 produttori di Stx (Shiga toxin), iso-
lati da Brooks e colleghi16, il sierotipo riscontrato con maggiore frequenza è stato O128:H2,
che è in grado di produrre Stx1 e 2, oltre ad altre tre tipologie di tossine. In questo studio, su
218 campioni non è stato rinvenuto nessun ceppo O157:H7. 

In mortadella libanese di grande e medio diametro, durante il processo di affumicatura si
raggiungono fino a 5 riduzioni logaritmiche di E. coli O157:H7 69. Il processo fermentativo
consiste di tre fasi: la prima di 8 ore a 26,7 °C, la seconda di 24 ore a 37,8 °C, la terza della
durata di 24 ore a 43,3 °C (tutte le temperature sono misurate al cuore del prodotto). La mate-
ria di partenza – che aveva pH 4,4, un contenuto di NaCl del 4% e basse percentuali di gras-
si (10-13%) – è stata inoculata con E. coli O157:H7 in concentrazioni variabili da 7,5 a 7,9
log10 ufc/g 69.
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Tabella 4.6 Prevalenza di Listeria monocytogenes in carni fresche e prodotti avicoli

% di positivi /
Prodotto totale campioni Paese Rif. bibl.

Broiler (polli da arrosto) 15/1.297 Stati Uniti 177
Polli 30,2/86 Corea 7
Porzioni di broiler (crudo) 62/61 Finlandia 127
Porzioni di pollo 13/160 Stati Uniti 67
Carne di tacchino 5/180 Stati Uniti 66
Carne bovina macinata 12/563 Stati Uniti 176
Carne bovina macinata 16/88 Messico 85
Carne bovina 4,3/70 Corea 7
Carcasse di bovino 22/62 Belgio 99
Carcasse di manzo/vitella 4/2.089 Stati Uniti 178
Carcasse di agnello 4,3/69 Brasile 3
Carcasse di maiale 2/49 Belgio 99
Carne di maiale 19,1/84 Corea 7



4.3.2  Carni macinate addizionate di proteine di soia

Una pratica piuttosto diffusa nell’industria dei fast food – quanto meno negli Stati Uniti – è
l’aggiunta di proteine di soia (farina di soia, fiocchi di soia, proteine di soia strutturanti), in
concentrazioni del 10-30%, in pasticci di carne macinata; per tale motivo sono state valuta-
te le caratteristiche microbiologiche di queste miscele di soia. Lo studio più recente e detta-
gliato è stato condotto da Craven e Mercuri30; i due autori hanno osservato che quando la
carne bovina macinata o il pollo venivano miscelati con il 10 o il 30% di soia e poi conser-
vati a 4 °C per 8-10 giorni, la loro carica mesofila aerobia aumentava e raggiungeva valori
superiori a quelli dei controlli che non avevano subito aggiunte. I coliformi, invece, risulta-
vano più elevati nei prodotti di carne bovina miscelati con soia, rispetto ai controlli, ma non
nelle miscele di pollo e soia. Generalmente, la carica mesofila aerobia era più elevata quan-
do il contenuto di soia era del 30%, rispetto al 10%. In uno studio, in cui campioni di carni
bovine macinate sono state addizionate con il 25% di soia e poi conservate a 4 °C, il tempo
medio necessario per osservare l’alterazione è stato di 5,3 giorni per l’impasto di soia e carne
bovina e di 7,5 giorni per la carne bovina non addizionata14. In un’altra ricerca, che prevede-
va l’aggiunta del 10, 20 e 30% di soia, la carica mesofila aerobia aumentava significativa-
mente all’aumentare sia della concentrazione di soia nell’impasto sia del tempo 97.

Capitolo 4  -  Carne fresca e pollame 77

Tabella 4.7 Prevalenza di E. coli O157:H7 e relativi sierotipi patogeni in alcune carni fresche e
congelate, in prodotti avicoli e in altri animali da macello e/o loro derivati

% di positivi /
Prodotto totale campioni Paese Rif. bibl.

Pollo 0/36a Nuova Zelanda 16
Carne macinata 17/296 Stati Uniti 154
Carne bovina senz’osso 0/990 Australia 141
Carcasse di bovino 0,1/1.275 Australia 141
Carcasse di bovino 1,4/1.500 Regno Unito 27
Bovini sani 1,5/201 Stati Uniti 19
Bovini sedati 4,9/203 Stati Uniti 19
Carcasse di manzo/vitella 0,2/2.081 Stati Uniti 178
Carne di agnello/montone 17/37 Nuova Zelanda 16
Carcasse di agnello 0,7/1.500 Regno Unito 27
Prodotti derivati da carne di agnello 7,4/7.200 Regno Unito 27
Carcasse di pecora (congelate) 0,3/343 Australia 179
Maiale 4/35a Nuova Zelanda 16
Carne venduta al dettaglio 12/91a Nuova Zelanda 16
Carne cruda 0,44/4.983 Regno Unito 27
Feci bovine 18/296 Regno Unito 154
Carcasse di bovino da esportazione 0,1/812 Australia 141
Mangimi del bestiame 14,9/504 Stati Uniti 36
Vitellinib <1 mese 31,4/35 Giappone 98
Vitellini da 1 a 3 mesi 8,1/107 Giappone 98
Vitelle da 3 a 6 mesi 26,1/88 Giappone 98
Vitelle > 6 mesi 14,5/214 Giappone 98
Prodotti di carne bovina 12,9/4.800 Regno Unito 27
a Ceppi non O157:H7 Stx . b Campioni di feci rettali.



Riguardo alla qualità microbiologica dei prodotti addizionati di soia, la media geometri-
ca della carica mesofila aerobia su 1.226 unità-campione di prodotto stagionato, è stata di
1.500/g, mentre per muffe, coliformi, E. coli e Staphylococcus aureus i valori delle conte
sono stati, rispettivamente, 25, 3, 3 e 10/g171.

Non è chiaro perché i batteri crescano più rapidamente negli impasti di carne addizionati
con soia, che nei controlli che ne sono privi. Infatti la soia, di per sé, non altera la microflo-
ra iniziale e il meccanismo generale di alterazione dei prodotti addizionati non è diverso da
quello che si osserva in tutti i campioni di controllo. Una differenza rilevante è il pH legger-
mente più alto (di 0,3-0,4 unità) dei prodotti addizionati di soia e questo fattore, da solo,
potrebbe giustificare l’incremento della velocità di sviluppo. Questa osservazione è stata
fatta da Harrison e colleghi83, utilizzando acidi organici per abbassare il pH dei prodotti
miscelati con la soia fino ai valori solitamente riscontrati nella carne bovina. Addizionando
piccole quantità di una soluzione al 5% di acido acetico, in impasti con percentuali di soia
del 20%, l’alterazione è stata ritardata di circa 2 giorni rispetto ai controlli, ma non tutta l’at-
tività inibitoria era dovuta unicamente all’abbassamento del pH. Nella carne macinata con un
contenuto in grassi del 25%, la conta batterica non aumentava in modo proporzionale come
invece si verificava nella carne addizionata di soia 97. È possibile che le proteine della soia
aumentino l’area superficiale delle miscele di carne e soia, favorendo la proliferazione dei
batteri aerobi che predominano nelle carni a temperature di refrigerazione, ma mancano
ancora dati a supporto di tale ipotesi. L’alterazione dei prodotti di carne miscelati con soia è
discussa in seguito. (Per approfondimenti, si consiglia il riferimento bibliografico 39.)

4.3.3  Carni disossate meccanicamente

Quando gli animali da carne destinati al consumo umano vengono macellati, solitamente la
carne viene asportata dalle carcasse con appositi coltelli. Tuttavia, il modo più economico per
non sprecare piccoli pezzi e porzioni di carne magra che rimangono aderenti alle ossa, è effet-
tuare l’operazione impiegando macchine apposite. La produzione di carne disossata meccani-
camente (MDM, mechanical deboned meat) è diffusa soprattutto negli Stati Uniti, in Europa
è consentita, ma non ha largo impiego e non è regolata da una normativa specifica. Tale pra-
tica, iniziata negli anni Settanta, era già in uso per le carni di pollo dalla fine degli anni Cin-
quanta e per il pesce dalla fine degli anni Quaranta 53,58. Poiché durante la disossatura piccole
quantità di polvere d’osso entrano nel prodotto finito, nel 1978 l’USDA ha stabilito che la
quantità di residuo osseo (valutato in base al contenuto di calcio) non deve superare lo 0,75%
(il contenuto di calcio della carne è 0,01%). La MDM dovrebbe avere un contenuto proteico
minimo del 14% e una percentuale di sostanza grassa non superiore al 30%. Il parametro di
sviluppo microbico più significativo, che differenzia le MDM dalle carni processate in modo
tradizionale, è il pH più elevato (di solito 6,0-7,0 53,54), dovuto alla presenza di midollo.

Sebbene la maggior parte degli studi microbiologici sulle MDM abbiano dimostrato che
non sono dissimili dalle carni ottenute con procedure convenzionali, alcuni hanno riscontra-
to in esse cariche microbiche più elevate. La qualità microbiologica del pollame disossato è
stata comparata con altri prodotti avicoli crudi: sebbene le conte siano risultate paragonabi-
li, i valori MPN dei coliformi nei prodotti MDM commerciali variavano da 460 fino a oltre
1110/g. Su 54 campioni esaminati, 6 contenevano salmonelle e 4 C. perfringens, ma in nes-
sun caso è stato rinvenuto S. aureus 137. Nei petti di agnello disossati manualmente è stata
rilevata una carica mesofila aerobia di 680.000/g, mentre in agnelli di 1 settimana disossati
meccanicamente tale valore era 650.000/g 55. In campioni di pesce diliscato meccanicamente
posto in commercio è stato riscontrato un numero di microrganismi dieci volte superiore ai

Microbiologia degli alimenti78



valori solitamente rilevati nel pesce, ma le metodiche di conta adottate per la carne di pesce
disossata tradizionalmente e per quella disossata meccanicamente (MDF , mechanical debo-
ned fish) erano differenti146. Questi ricercatori non sono riusciti a isolare S. aureus e sono
giunti alla conclusione che l’alterazione di MDF è simile a quella dei prodotti lavorati in
maniera tradizionale. In uno studio successivo, è stato osservato che le MDM favoriscono
uno sviluppo più rapido dei batteri psicrotrofi rispetto alle carni bovine magre macinate149. 

Diversi studi hanno riportato l’assenza di S. aureus nelle MDM; probabilmente, ciò riflet-
te il fatto che questi prodotti sono meno lavorati con lame. Generalmente, la conta dei
microrganismi mesofili è un po’ più alta di quella degli psicrotrofi e si rilevano meno Gram-
negativi. Secondo Field 53, adottando buone pratiche di lavorazione, le MDM non dovrebbe-
ro presentare problemi microbiologici; analoga conclusione è stata raggiunta da Froning58 in
relazione al disossamento di pollame e pesce.

4.3.4  Carni disossate a caldo 

Nelle carni lavorate secondo la pratica tradizionale (disossatura a freddo), dopo la macella-
zione le carcasse vengono raffreddate, per almeno 24 ore, per essere poi lavorate allo stato
refrigerato (dopo il rigor mortis). La disossatura a caldo (lavorazione a caldo), invece, pre-
vede generalmente la lavorazione entro 1-2 ore dalla macellazione (prima del rigor mortis),
mentre la carcassa è ancora “calda”. 

Le caratteristiche microbiologiche delle carni disossate a caldo sono paragonabili a quelle
delle carni disossate a freddo, sebbene siano state riportate alcune differenze. Uno dei primi
studi sui prosciutti disossati a caldo è stato condotto allo scopo di valutare la qualità micro-
biologica dei prosciutti stagionati ottenuti da carni disossate a caldo (prosciutti lavorati a
caldo). La carica mesofila aerobia (a 37 °C) di questi prosciutti è risultata significativamente
più elevata rispetto ai prosciutti disossati a freddo; inoltre, il 67% dei campioni conteneva sta-
filococchi, contro il 47% dei prodotti lavorati a freddo145. Nei tagli principali disossati a caldo
il conteggio dei mesofili a 35 °C è risultato significativamente più elevato rispetto a quelli
disossati a freddo, sia prima sia dopo la conservazione sotto vuoto a 2 °C per 20 giorni101.

Lo sviluppo di coliformi, invece, non sembrava influenzato dalla disossatura a caldo. Tra
gli studi “storici” vi è anche quello condotto da Barbe e colleghi9, che esaminando 19 cop-
pie di prosciutti, disossati rispettivamente a caldo e a freddo, trovarono nei primi un conte-
nuto di 200 batteri per grammo e nei secondi di 220 batteri per grammo. In una ricerca effet-
tuata su carcasse disossate a caldo mantenute a 16 °C e su carcasse di bovino disossate a fred-
do mantenute a 2 °C, per un periodo superiore a 16 ore, non è stata riscontrata nessuna dif-
ferenza rilevante tra i risultati derivanti dalle conte mesofile e psicrofile 96. Sia le carni bovi-
ne disossate a caldo sia quelle disossate a freddo presentavano una contaminazione iniziale
ridotta, ma dopo un periodo di conservazione di 14 giorni, le prime hanno mostrato conteg-
gi più elevati rispetto alle seconde 59. Questi ricercatori hanno concluso che il controllo della
temperatura durante le prime ore di raffreddamento della carne disossata a caldo rappresen-
ta un fattore critico; da uno studio successivo è emerso che il raffreddamento a 21°C entro
3-9 ore risulta essere soddisfacente 60. In uno studio su salsicce prodotte con carne di maiale
sono risultate significativamente più alte le conte delle specie mesofile e lipolitiche dei pro-
dotti derivati da carne disossata a caldo, rispetto a quelli ottenuti da carne disossata a fred-
do; non sono invece emerse differenze di rilievo nel contenuto di psicrotrofi 114.

L’effetto che un raffreddamento tardivo potrebbe avere sulla microflora delle carni bovine
disossate a caldo, dopo 1 ora circa dalla macellazione, è stato esaminato da McMillin e colle-
ghi125. Dopo la macellazione, porzioni di carne sono state raffreddate per 1, 2, 4 e 8 ore, quin-
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di sono state macinate, formate in piccoli pasticci, congelate e analizzate. Nessuna differenza
significativa è stata riscontrata tra questi prodotti e quelli ottenuti da carne disossata a freddo
relativamente al contenuto di coliformi, stafilococchi, psicrotrofi e mesofili. Uno studio di tas-
sonomia numerica, effettuato su carni bovine disossate a caldo e a freddo, ha esaminato la
microflora presente nelle carni al momento della lavorazione e dopo conservazione sotto
vuoto a 2 °C per 14 giorni; i risultati ottenuti non hanno evidenziato differenze statisticamen-
te significative tra le popolazioni microbiche dei due tipi di carne108. In entrambi i casi, al ter-
mine del periodo di conservazione, sono risultati dominanti gli “streptococchi” (più probabil-
mente enterococchi) e i lattobacilli; nei prodotti disossati a caldo appena lavorati (quindi
prima del periodo di conservazione) è stato invece trovato un maggior numero di stafilococ-
chi e bacilli. Tuttavia, complessivamente, i due prodotti sono risultati del tutto comparabili.

Dall’esame della carica microbica presente in arrosti crudi di carne di agnello ristruttura-
ta, prodotti con carne disossata a caldo e con il 10 o il 30% di MDM, entrambi i prodotti sono
risultati complessivamente di buona qualità148. Le conte dei prodotti crudi erano < 3,0×104/g,
con valori generalmente più elevati nei prodotti contenenti quantità maggiori di MDM. I
coliformi e i coliformi fecali, in particolare, sono risultati più elevati nei prodotti con il 30%
di MDM e si è ipotizzato che ciò fosse legato alla contaminazione derivante dalle zampe e
dalle regioni pelviche, durante la macellazione e l’eviscerazione. S. aureus e C. perfringens
non sono stati rinvenuti nel prodotto crudo (in 0,1 g); su 25 g di campione non sono state
riscontrate salmonelle, Yersinia enterocolitica e Campylobacter jejuni. In tutti i prodotti, la
cottura aveva ridotto la conta delle cellule a valori < 30/g.

Dalla revisione di Kotula100 di 10 lavori condotti sugli effetti della disossatura a caldo
sulla microbiologia delle carni, è emerso che sei ricerche non hanno messo in evidenza alcun
effetto, tre hanno riscontrato effetti limitati e una sola ha rilevato conte più alte. Sulla base
dei risultati ottenuti, l’autore ha concluso che la disossatura a caldo, di per sé, non influenza
le conte microbiche. La disossatura a caldo è spesso abbinata a un processo di pressurizza-
zione pre rigor, che consiste nell’applicazione di circa 15.000 psi (lb/in2) per 2 minuti. Tale
processo migliora il colore dei muscoli e l’aspetto generale e aumenta la tenerezza; tuttavia,
sembra che non abbia alcun effetto sulla microflora. 

Effetto della stimolazione elettrica

Quando la temperatura delle carcasse bovine diminuisce fino a < 10 °C, prima che il pH rag-
giunga valori ≤ 5,9, la carne è soggetta a una “contrazione da freddo” e tende a indurirsi. La
stimolazione elettrica accelera la riduzione del pH aumentando la velocità della conversione
del glicogeno in acido lattico ed eliminando, così, la rigidità. Tale metodo prevede l’impie-
go di un’apparecchiatura elettrica, che viene collegata alla carcassa e genera impulsi della
durata di 0,5-1,0 o più secondi, con una differenza di potenziale tra gli elettrodi di oltre 400 V.
Dall’analisi dei risultati ottenuti da 10 gruppi di ricerca nello studio degli effetti di questo
processo, è emerso che 6 gruppi di lavoro non hanno osservato alcun effetto della stimola-
zione elettrica sulla microflora, due hanno riscontrato solo effetti lievi e gli altri due gruppi
hanno rilevato una certa influenza 100. Le carni esaminate erano di bovino, agnello e maiale.

Tra i ricercatori che hanno osservato una riduzione della carica mesofila aerobia per effet-
to della stimolazione elettrica vi erano Ockerman e Szczawinski 135, che hanno rilevato una
riduzione significativa della carica mesofila aerobia nei campioni di carne bovina inoculata
prima della stimolazione elettrica, mentre nei campioni di carne inoculata subito dopo la sti-
molazione elettrica non hanno riscontrato alcuna riduzione di rilievo. Quest’ultimo risultato
suggerisce che alcuni fenomeni associati alla stimolazione elettrica – quali la distruzione delle
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membrane lisosomiali e il conseguente rilascio di catepsine 45 – non influenzano lo sviluppo
microbico. L’intenerimento associato alla stimolazione elettrica delle carni sarebbe, in parte,
legato alla distruzione dei lisosomi 45. In una ricerca è stato osservato che nelle carcasse di
bovino il trattamento non induce riduzioni apprezzabili della carica microbica superficiale,
mentre una riduzione significativa si è verificata nel muscolo in corrispondenza del coxale113.
Questi ricercatori hanno sottoposto a stimolazione elettrica alcune colture batteriche, tra quel-
le abitualmente rinvenute nelle carni, e hanno dimostrato che i batteri Gram-positivi hanno
una maggiore sensibilità al trattamento, seguiti dai Gram-negativi e dalle forme sporigene.
Quando specie come E. coli, Shewanella putrefaciens e Pseudomonas fragi vengono sottopo-
ste a un trattamento di 5 minuti a 30 V in una soluzione salina o in una soluzione salina tam-
ponata a base di fosfato, si verifica una riduzione di 5 unità logaritmiche, mentre in soluzio-
ni allo 0,1% di peptone o 2,5 M di saccarosio, non si osserva nessun cambiamento di rilievo.
Sembra che la stimolazione elettrica, di per sé, non abbia effetti misurabili sulla flora micro-
bica delle carni disossate a caldo.

Nel periodo che precede il rigor mortis le carni possono essere intenerite mediante tratta-
menti con alte pressioni, come la somministrazione di circa 100 megapascal (MPa) per diver-
si minuti, o attraverso un processo chiamato Hydrodyne. Quest’ultimo prevede l’impiego di
piccole quantità di esplosivo che generano nelle carni bovine uno shock idrodinamico in
acqua164. Non è chiaro se il trattamento Hydrodyne influenzi la flora batterica, ma quando è
stato applicato a intensità comprese tra 55 e 60 MPa non è stato in grado di distruggere Tri-
chinella spiralis nel maiale 63.

4.3.5  Interiora e frattaglie

In questo paragrafo saranno trattati diversi organi, tra i quali fegato, rene, cuore e lingua, di
origine bovina, suina e ovina. Questi differiscono dai tessuti muscolari scheletrici dei rispet-
tivi animali, in quanto mostrano – il fegato in particolare – valori più elevati di pH e glico-
geno. Il pH del fegato fresco di bovini e suini varia tra 6,1 e 6,5; quello dei reni tra 6,5 e 7,0.
In questi prodotti la maggior parte dei ricercatori ha generalmente riscontrato un basso
numero di microrganismi, con valori di crescita superficiale che oscillano da log10 1,69 a
4,20/cm2 per fegati freschi, reni, cuori e lingua. Dallo studio della popolazione microbica ini-
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Tabella 4.8 Valori medi di carica mesofila aerobia e di coliformi
in interiora e frattaglie pronte per la spedizione

Carica mesofila aerobia Coliformi
Prodotti media log10 ufc/g media log10 ufc/g

Abomaso 2,1 3,0
Cuore 4,2 2,2
Intestino crasso 4,9 3,3
Fegato 4,5 2,6
Trippa 5,0 2,5
Omaso 6,0 2,9
Coda 4,7 2,7
Animella 4,3 2,1
Lingua 5,6 2,0

(Dati da Delmore et al.33)



zialmente presente in questi prodotti, si è constatato che essa è rappresentata in larga misu-
ra da cocchi Gram-positivi, corineformi, forme sporigene aerobie, Moraxella-Acinetobacter
e da Pseudomonas spp. In una ricerca accurata, Hanna e colleghi79 hanno scoperto che micro-
cocchi, “streptococchi” e corineformi costituiscono indubbiamente i tre gruppi rinvenuti con
maggiore frequenza in fegati freschi, reni e cuore. In un altro studio per forme quali C. per-
fringens, stafilococchi coagulasi-positivi e coliformi sono state ottenute conte da log10 0,9 a
log10 1,37/cm2, mentre non è stata rinvenuta nessuna salmonella153. I valori medi della cari-
ca mesofila aerobia e della conta dei coliformi in varie tipologie di interiora e frattaglie sono
presentati in tabella 4.8. 

4.4  Alterazione microbica delle carni rosse fresche

La maggior parte delle ricerche sull’alterazione delle carni è stata condotta sui bovini e la
trattazione che segue si basa principalmente su studi effettuati su carni bovine. Si presume
che l’alterazione delle altre carni (per esempio maiale, agnello e vitello) sia simile.

Le carni sono più deperibili rispetto alla maggior parte degli alimenti, ciò è giustificato in
parte dalla composizione chimica caratteristica dei muscoli dei mammiferi adulti dopo la
morte (tabella 4.9). Le carni contengono abbondanti quantità di tutti i nutrienti necessari per
lo sviluppo di batteri, lieviti e muffe e adeguate quantità di questi costituenti sono presenti
in forma disponibile nelle carni fresche. La tabella 4.10 riporta la composizione chimica per-
centuale media di alcuni tipi di carne e prodotti derivati.

I generi di batteri rinvenuti con maggiore frequenza nelle carni e nel pollame alterato sono
elencati in tabella 4.1; ovviamente non tutti i generi considerati caratteristici di un determi-
nato prodotto vengono sempre isolati da esso; i microrganismi che più frequentemente cau-
sano alterazioni sono indicati in corrispondenza dei diversi prodotti. In tabella 4.2 sono elen-
cati i generi di lieviti e muffe isolati e identificati con maggiore frequenza dalle carni e dai
prodotti derivati. Quando si analizzano prodotti carnei alterati, vengono isolati solo alcuni
dei numerosi generi di batteri, muffe o lieviti; quasi sempre l’alterazione di un determinato
tipo di prodotto è causata da uno o più generi, in grado di coesistere nel prodotto stesso. La
microflora riscontrata sulle carni non alterate può essere considerata rappresentativa dei
microrganismi presenti nell’ambiente in cui le carni vengono prodotte, oppure derivante
dalla contaminazione apportata con i processi di lavorazione, manipolazione, confeziona-
mento o conservazione.

La domanda che si pone, quindi, è per quale motivo solo alcuni tra essi causino fenome-
ni alterativi nelle carni. Può essere d’aiuto, in questo caso, ritornare alla discussione sui para-
metri intrinseci ed estrinseci che influenzano lo sviluppo dei microrganismi alteranti. 

Le carni fresche di bovino, maiale e agnello, come pure quelle di pollame, molluschi e
crostacei e le carni trasformate, presentano tutte valori di pH favorevoli allo sviluppo della
maggior parte dei microrganismi elencati in tabella 4.1; il contenuto in nutrienti e l’umidità
sono adeguati per consentire la proliferazione di tutti i generi citati. Sebbene il potenziale
O/R delle carni integre sia basso, in superficie i valori tendono a essere più elevati; in que-
sto modo sia gli aerobi stretti e gli anaerobi facoltativi, sia gli anaerobi stretti generalmente
trovano condizioni adatte per il loro sviluppo. Non sembra che i prodotti in questione con-
tengano livelli efficaci di costituenti antimicrobici. Riguardo ai parametri estrinseci, la tem-
peratura di conservazione rappresenta il parametro di maggiore rilievo nel controllare i tipi
di microrganismi che proliferano sulle carni, poiché questi prodotti sono normalmente con-
servati a temperature di refrigerazione. Praticamente tutti gli studi sull’alterazione di carni,
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pollame e prodotti della pesca effettuati negli ultimi cinquant’anni hanno preso in esame
l’analisi di prodotti conservati a basse temperature.

Per quanto riguarda le specie fungine responsabili dell’alterazione delle carni, in partico-
lare bovine, sono stati isolati da carni intere in diversi stadi di alterazione: Thamnidium,
Mucor e Rhizopus, che producono sulla carne bovina la cosiddetta crescita “a basetta”; Cla-
dosporium, una causa frequente di “black spot”; Penicillium, responsabile invece della

Capitolo 4  -  Carne fresca e pollame 83

Tabella 4.9 Composizione chimica caratteristica (% p/p) del muscolo
di mammifero adulto dopo il rigor mortis, ma prima dei cambiamenti
che portano alla degradazione post mortem 

Componente % peso/peso

Acqua 75,5
Proteine 18,0

Miofibrillari
Miosina, tropomiosina, proteina X 7,5
Actina 2,5

Sarcoplasmatiche
Miogenina, globulina 5,6
Mioglobina 0,36
Emoglobina 0,04

Mitocondriali - citocromo C ca. 0,002
Reticolo sarcoplasmatico, collagene, elastina,

“reticulina”, enzimi insolubili, tessuto connettivo 2,0
Grassi 3,0
Sostanze solubili non proteiche 3,5

Azotate
Creatina 0,55
Inosina monofosfato 0,30
Nucleotidi di- e trifosfopirimidinici 0,07
Amminoacidi 0,35
Carnosina, anserina 0,30

Carboidrati
Acido lattico 0,90
Glucosio-6-fosfato 0,17
Glicogeno 0,10
Glucosio 0,01

Composti inorganici
Fosforo solubile totale 0,20
Potassio 0,35
Sodio 0,05
Magnesio 0,02
Calcio 0,007
Zinco 0,005

Tracce di intermedi glicolitici,
tracce di metalli, vitamine ecc. ca. 0,10

(Da Lawrie106, Meat Science, copyright © 1966, Pergamon Press, con autorizzazione)



“macchia verde”; Sporotrichum e Chrysosporium, che causano la cosiddetta “macchia bian-
ca” (white spot). Le muffe generalmente non crescono nelle carni se la temperatura è infe-
riore a 5 °C 116. Tra i generi di lievito isolati da carne di manzo refrigerata alterata vi sono
Candida e Rhodotorula. C. lipolytica e C. zeylanoides rappresentano le specie ritrovate con
maggior frequenza nelle carni bovine macinate 89.

Diversamente dall’alterazione delle carcasse bovine fresche, la carne bovina macinata e
gli hamburger sono alterati esclusivamente da batteri; i generi più frequentemente rinvenuti
sono: Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter, Moraxella e Aeromonas. In particolare, le
specie dei generi Pseudomonas e Acinetobacter-Moraxella sono considerate le cause princi-
pali di alterazione, con altre che rivestono un ruolo secondario. I risultati ottenuti da due
studi suggeriscono che, nelle carni bovine alterate, Acinetobacter e Moraxella spp. potreb-
bero non essere così abbondanti come riportato in precedenza 50,51. In un ulteriore lavoro, i
generi Psychrobacter e Moraxella sono risultati relativamente abbondanti sulle carcasse fre-
sche di agnello, ma scarsamente presenti dopo l’alterazione delle carcasse143.

Occorre sottolineare che, sebbene negli ultimi settant’anni siano state considerate le spe-
cie batteriche predominanti nell’alterazione di carni fresche refrigerate, pollame e prodotti
ittici, negli ultimi anni il coinvolgimento di Pseudomonas spp. è stato riconsiderato, a causa
del trasferimento di almeno 40 specie in oltre 10 nuovi generi (vedi capitolo 2). Il genere
Pseudomonas, recentemente ridimensionato, appartiene al sottogruppo gamma dei Proteobat-
teri e include, tra le altre, P. fluorescence, P. fragi e P. aeruginosa. Alcune specie, prima col-
locate in questo genere, sono state trasferite nel sottogruppo alfa dei Proteobatteri (Brevundi-
monas, Devosia, Sphingomonas), mentre altre (Acidovorax, Comamonas e Telluria) si trova-
no ora nel sottogruppo beta. Rimane ora da stabilire in quali generi collocare questi micror-
ganismi, un tempo attribuiti al genere Pseudomonas. Fino a quando tale questione non verrà
chiarita, i riferimenti alle Pseudomonadaceae, in questo e nei capitoli successivi, verranno
effettuati basandosi sulle informazioni riportate nell’edizione del Bergey’s Manual del 1986,
che considera le specie di cui sopra come facenti ancora parte del genere Pseudomonas.

Una ricerca condotta sui batteri aerobi Gram-negativi isolati da carne bovina, agnello,
maiale e salsicce fresche ha messo in evidenza che tutti i 231 bastoncini dotati di flagelli
polari isolati erano Pseudomonadaceae e che dei 110 microrganismi non mobili rinvenuti, 61
potevano essere attribuiti al genere Moraxella e 49 al genere Acinetobacter 32. Le Pseudomo-
nadaceae che causano alterazione della carne a basse temperature, generalmente non corri-
spondono ad alcuna specie citata nel Bergey’s Manual. 
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Tabella 4.10 Composizione chimica percentuale media di carne e derivati

Carni Acqua Carboidrati Proteine Grassi Ceneri

Bovino, hamburger 55,0 0,0 16,0 28,0 0,8
Bovino, arrotolato 69,0 0,0 19,5 11,0 1,0
Mortadella 62,4 3,6 14,8 15,9 3,3
Pollo (arrosto) 71,2 0,0 20,2 7,2 1,1
Frankfurter 60,0 2,7 14,2 20,5 2,7
Agnello 66,3 0,0 17,1 14,8 0,9
Fegato (bovino) 69,7 6,0 19,7 3,2 1,4
Maiale, semigrasso 42,0 0,0 11,9 45,0 0,6
Tacchino, semigrasso 58,3 0,0 20,1 20,2 1,0

(Da Watt e Merrill184)



In seguito ai loro studi di tassonomia numerica, Shaw e Latty 156,157 hanno raggruppato la
maggior parte dei microrganismi da loro isolati in 4 cluster, sulla base dei test effettuati per
determinare la fonte di carbonio utilizzata. Dei 787 ceppi di Pseudomonas isolati dalle carni,
i ricercatori ne hanno identificato l’89,7%: di questi il 49,6% è stato collocato nel cluster 2,
il 24,9% nel cluster 1 e l’11,1% nel cluster 3157. I microrganismi dei cluster 1 e 2, non fluo-
rescenti e negativi al test del tuorlo d’uovo, erano somiglianti alla specie P. fragi, mentre
quelli collocati nel cluster 3 mostravano una caratteristica fluorescenza e sono risultati gela-
tinasi positivi. P. fluorescens biotipo I e biotipo III erano rappresentati, rispettivamente, dal
3,9% e dallo 0,9% dei ceppi; un unico ceppo è stato attribuito alla specie P. putida. L’inci-
denza relativa dei diversi cluster in carne bovina, suina e di agnello e su carni fresche e alte-
rate è risultata simile 157.

I girelli e i quarti di carni bovine sono noti per essere soggetti a un tipo di alterazione che
si verifica in profondità, generalmente vicino all’osso, specialmente al coxale. Questo difet-
to viene spesso definito “puzzo d’osso” o “inacidimento”. Solamente i batteri risultano
implicati in questo fenomeno alterativo; i principali agenti responsabili sono rappresentati,
in particolare, dai generi Clostridium ed Enterococcus.

La temperatura di conservazione è la principale ragione per la quale solo pochi generi di
batteri sono rinvenuti nelle carni alterate, rispetto alle carni fresche. In uno studio, solo quat-
tro dei nove generi presenti nella carne bovina fresca macinata sono stati rinvenuti dopo l’al-
terazione a temperature di refrigerazione 93. Ayres 5 osservò che, dopo la lavorazione, più
dell’80% della popolazione microbica presente nelle carni bovine macinate fresche era rap-
presentato da batteri cromogeni e sporigeni e da muffe e lieviti; in seguito ad alterazione,
invece, erano rinvenuti batteri non cromogeni e corti bacilli Gram-negativi. Sebbene alcuni
dei batteri ritrovati nelle carni fresche possano crescere in terreni colturali a temperature di
refrigerazione, essi non sembrano in grado di competere con successo con i generi Pseudo-
monas e Acinetobacter-Moraxella.

I tagli bovini, come le bistecche o gli arrosti, tendono a essere soggetti a un’alterazione di
tipo superficiale; possono essere responsabili dell’alterazione sia batteri sia muffe, a seconda
del grado di umidità. Le carni appena tagliate e conservate in un frigorifero con elevata umi-
dità sono soggette, invariabilmente, ad alterazione causata da batteri piuttosto che da muffe.
La caratteristica essenziale di tale alterazione è la comparsa di una patina superficiale, dalla
quale possono quasi sempre essere isolati i microrganismi responsabili. Il potenziale O/R
relativamente elevato, la presenza di umidità e la bassa temperatura favoriscono lo sviluppo
di Pseudomonadaceae. Sulla superficie dei tagli di carne bovina è talora possibile osservare
la presenza di colonie batteriche isolate, in particolare quando il livello di contaminazione è
basso. La patina è il risultato della coalescenza delle colonie che si sviluppano in superficie
ed è, in larga misura, responsabile della sgradevole consistenza delle carni alterate.

Ayres 5 dimostrò che i cattivi odori possono essere percepiti quando la conta batterica
superficiale delle carni è compresa tra log10 7,0 e log 7,5/cm2 e che la patina superficiale
diventa visibile solitamente a valori compresi tra log10 7,5 e log 8,0/cm2 (figura 4.1). Tale
fenomeno è anche illustrato in figura 4.2, nella quale la concentrazione di batteri è messa in
relazione con l’alterazione superficiale delle carni (pollame, carni rosse e prodotti ittici fre-
schi) e di altri prodotti alimentari.

Le muffe tendono a prevalere nell’alterazione dei tagli bovini quando la superficie è trop-
po asciutta per consentire lo sviluppo batterico oppure quando l’animale è stato trattato con
antibiotici come le tetracicline. Teoricamente, le muffe non si sviluppano mai sulle carni
quando le condizioni sono idonee anche per la crescita batterica. La ragione di tale fenome-
no sembra essere la moltiplicazione più rapida dei batteri che, consumando gran parte del-
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Figura 4.1 Sviluppo di odore sgradevole e patina superficiale in carni confezionate di pollo (quadrati)
e bovino (cerchi) durante conservazione a 5 °C. (Da Ayres 5)
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Figura 4.2 Importanza del numero totale di cellule microbiche vitali, relativamente al loro impiego
come indicatori di alterazione nei prodotti alimentari. (a) Alterazione microbica che solitamente
non viene percepita con la possibile eccezione del latte crudo, che a intervalli di 10 5-10 6, può anda-
re incontro a inacidimento. (b) Alcuni prodotti alimentari mostrano i primi segni di alterazione in
questo intervallo. Le carni conservate sotto vuoto spesso manifestano la presenza di odori sgrade-
voli e possono andare incontro a difetti. (c) Cattivi odori solitamente associati a carni e verdure con-
servate in condizioni aerobie. (d) Quasi tutti gli alimenti mostrano chiari segni di alterazione. Sulle
carni conservate in condizioni aerobie è comunemente prodotta patina. (e) In questo stadio si veri-
ficano cambiamenti strutturali definitivi.
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Tabella 4.11 Alcuni metodi suggeriti per la rilevazione dell’alterazione microbica in carni,
pollame e prodotti ittici

Metodi chimici
a. Quantità di H2S prodotto
b. Quantità di mercaptani prodotti
c. Determinazione dell’azoto non coagulabile
d. Determinazione delle di- e trimetilammine
e. Determinazione di complessi tirosinici
f. Determinazione dell’indolo e dello scatolo
g. Determinazione degli amminoacidi
h. Determinazione delle sostanze volatili riducenti
i. Determinazione dell’azoto amminico
j. Determinazione della domanda biochimica di ossigeno
k. Determinazione del grado di riduzione del nitrato 
l. Quantità di azoto totale
m. Quantità di catalasi
n. Determinazione del contenuto di creatinina
o. Determinazione della capacità di riduzione del colore
p. Quantità di ipoxantina 
q. Quantità di ATP derivante dai microrganismi
r. Misurazione radiometrica della CO2

s. Produzione di etanolo (alterazione del pesce)
t. Quantità di acido lattico
u. Modificazioni del colore
v. Quantità di CO2 sviluppata

Metodi fisici
a. Misura delle variazioni di pH
b. Misura dell’indice di rifrazione dell’estratto muscolare 
c. Rilevazione di alterazioni nella conducibilità elettrica
d. Determinazione della tensione superficiale
e. Misura dell’illuminazione ultravioletta (fluorescenza)
f. Determinazione della carica elettrica superficiale
g. Determinazione delle proprietà crioscopiche
h. Cambiamenti di resistenza
i. Micro-calorimetria
j. Efflusso e afflusso protonico da e all’interno della cellula batterica

Metodi batteriologici diretti
a. Determinazione dei microrganismi aerobi totali
b. Determinazione dei microrganismi anaerobi totali
c. Determinazione del rapporto tra aerobi e anaerobi totali
d. Una o più delle precedenti determinazioni a differenti temperature
e. Determinazione delle endotossine prodotte da Gram-negativi

Metodi chimico-fisici
a. Determinazione del volume di estratto rilasciato
b. Determinazione della capacità di ritenzione dell’acqua
c. Determinazione della viscosità
d. Determinazione della capacità di rigonfiamento della carne
e. Determinazione degli acidi organici volatili mediante spettrofotometria di massa della reazione

di trasferimento di protoni (PTR-MS)



l’ossigeno disponibile presente sulla superficie, sottraggono alle muffe un elemento indi-
spensabile per la loro attività metabolica.

Diversamente da quanto avviene per i tagli o i quarti bovini, nella carne bovina macinata
non si osserva uno sviluppo visibile di muffe, tranne quando vengono impiegati specifici
agenti antibatterici come conservanti oppure quando la carica batterica totale viene ridotta
da un lungo periodo di congelamento. Tra i primi segni di alterazione della carne macinata
vi è lo sviluppo di odori sgradevoli, seguito dalla perdita di appetibilità, che indica la pre-
senza di batteri produttori di sostanze mucillaginose. La patina che si forma su carni fresche,
pollame e prodotti della pesca, che subiscono l’attacco da parte dei microrganismi alteranti
a temperature di refrigerazione, è un biofilm, di cui si tratterà ulteriormente nel capitolo 22.

Nessun elemento indica che il tipo di alterazione che si verifica nelle carni macinate addi-
zionate di soia sia dissimile da quello delle carni macinate non addizionate, sebbene la velo-
cità con la quale si verifica l’alterazione risulti maggiore nel primo caso.

Il ruolo specifico dei microrganismi responsabili dei fenomeni alterativi delle carni non è
ancora del tutto chiaro, tuttavia sono stati compiuti significativi progressi. Alcune conoscen-
ze sul meccanismo di alterazione delle carni sono utilizzate nelle numerose tecniche propo-
ste per rilevarla (tabella 4.11).

4.4.1  Meccanismo

È ragionevole presumere che metodi attendibili per rilevare l’alterazione nelle carni, dovreb-
be essere basati sulle cause e sui meccanismi che portano al verificarsi dei fenomeni altera-
tivi. I metodi chimici presentati in tabella 4.11 si basano sul presupposto che quando nelle
carni si verificano fenomeni alterativi alcuni substrati vengono consumati – o possono esse-
re trasformati in nuovi prodotti – dalla popolazione microbica responsabile dell’alterazione
stessa. È noto che l’alterazione delle carni a basse temperature è accompagnata dalla produ-
zione di composti che ne modificano il colore, come ammoniaca, H2S, indolo e ammine. I
microrganismi alteranti non sono tutti ugualmente capaci di produrre queste sostanze e a ciò
sono legate le problematiche relative all’uso di queste metodiche. In alcune di esse, inoltre,
è implicita l’errata convinzione che l’alterazione a basse temperature sia accompagnata dalla
degradazione delle proteine principali 91.

I metodi fisici e batteriologici diretti tendono tutti a dimostrare ciò che in realtà è eviden-
te: cioè che le carni visibilmente alterate dal punto di vista organolettico (odore, consisten-
za, aspetto e sapore) sono senza dubbio alterate. Essi non consentono ciò che un test sulla
freschezza della carne dovrebbe idealmente permettere: prevedere l’alterazione o la shelf life
dell’alimento. Tra i sottoprodotti metabolici delle carni alterate, le diammine cadaverina e
putrescina sono state studiate come indicatori di alterazione delle carni. La produzione delle
diammine avviene nel modo seguente:

Queste diammine sono state studiate per valutarne l’impiego come indicatori di qualità
delle carni bovine sotto vuoto, conservate a 1 °C per 8 settimane 46. È stato osservato che

                    Lisina decarbossilasi⎯ →⎯⎯⎯⎯⎯⎯  H N(CH ) NH
                         

2 2 5 2

                                cadaverina

Orrnitina o arginina Hdecarbossilasi
2⎯ →⎯⎯⎯⎯⎯ NN(CH ) NH

                                
2 4 2

                         putrescina
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nelle carni conservate sotto vuoto la cadaverina aumenta in misura maggiore rispetto alla
putrescina; risultati opposti sono stati ottenuti in campioni conservati in aerobiosi. Nelle
carni sotto vuoto con un contenuto iniziale di cellule vitali di 106/cm2 i livelli di cadaverina
raggiunti dopo il periodo di incubazione sono risultati dieci volte superiori rispetto a quelli
iniziali, mentre la variazione del contenuto di putrescina è stata modesta. In generale i risul-
tati suggeriscono che queste diammine potrebbero essere utili indicatori per le carni sotto
vuoto. In carni fresche di bovino, maiale e agnello le concentrazioni di putrescina e cadave-
rina variano, rispettivamente, da 0,4 a 2,3 ppm e da 0,1 a 1,3 ppm47,132,185. La putrescina è la
principale diammina sintetizzata dalle Pseudomonadaceae, mentre le Enterobacteriaceae
producono concentrazioni più elevate di cadaverina162. Dalla tabella 4.12 si può osservare
che, in un campione di carne bovina contaminato naturalmente e conservato a 5 °C per 4
giorni, la putrescina aumenta da 1,2 a 26,1 ppm, mentre le concentrazioni di cadaverina risul-
tano molto più basse. In un altro campione entrambe le diammine raggiungono valori più ele-
vati nelle medesime condizioni. Da un’altra ricerca155 è emerso che la cadaverina costituisce
l’unica ammina correlata con lo sviluppo dei coliformi nella carne bovina macinata. Il fatto
che le quantità di cadaverina e putrescina, nella carne bovina, cambino significativamente
solo quando la carica mesofila aerobia supera i 4 × 107 fa sorgere dubbi circa l’utilità della
loro rilevazione nel predire lo stato di alterazione delle carni47. In realtà, questo problema è
comune a molti, se non tutti, i metaboliti che vengono monitorati come indicatori di altera-
zione dei prodotti, in quanto la loro produzione e concentrazione sono strettamente correla-
te al tipo di microrganismo considerato. In uno studio, i cambiamenti osservati nelle concen-
trazioni di istamina e tiramina, nelle carni bovine e suine, sono stati troppo modesti per con-
siderare queste sostanze dei validi indicatori di alterazione; tuttavia le variazioni delle con-
centrazioni di putrescina, per la carne bovina, e di cadaverina, per quella suina, sono risulta-
te più ampie quando l’alterazione era già in atto 20.

La tecnica basata sul volume di estratto rilasciato (ERV, extract-release volume), descrit-
ta per la prima volta nel 1964, si è rivelata importante sia per determinare l’imminenza del
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Tabella 4.12 Sviluppo microbico e concentrazioni di diammine in carni bovine macinate
contaminate naturalmente e conservate a 5 °C

Tempo di Conta aerobia
conservazione Putrescina b Cadaverina Enterobacteriaceae in piastra

Campione a (giorni) μg/g μg/g log10 /g log10 /g

E 0 1,2 0,1 3,81 6,29
1 1,8 0,1 3,56 7,66
2 4,2 0,5 4,57 8,49
3 10,0 0,5 5,86 9,48
4 26,1 0,6 7,54 9,97

F 0 2,3 1,3 6,18 7,49
1 3,9 4,5 6,23 7,85
2 12,4 17,9 6,69 8,73
3 29,9 35,2 7,94 9,69
4 59,2 40,8 9,00 9,91

a I campioni E e F sono stati ottenuti da due diversi punti vendita.
b I valori di diammina costituiscono la media di due determinazioni.
(Da Edwards et al.47, copyright © 1983, Blackwell Scientific Publications)



processo di alterazione nelle carni, sia per prevedere la shelf life a temperature di refrigera-
zione 92. Questo metodo si basa sul volume di estratto acquoso rilasciato da un omogeneizza-
to di carne, dopo filtrazione su carta da filtro per un determinato periodo di tempo. Median-
te questa tecnica, si osserva che le carni bovine con buone caratteristiche organolettiche e
microbiologiche rilasciano un maggior volume di estratto, mentre le carni bovine di scarsa
qualità microbiologica ne rilasciano un volume ridotto o addirittura nullo (figura 4.3). La
tecnica ERV è importante soprattutto per le informazioni che ha fornito circa il meccanismo
di alterazione delle carni bovine a bassa temperatura.

Il metodo ERV ha rivelato due aspetti fondamentali del meccanismo alterativo. Il primo è
che l’alterazione delle carni a bassa temperatura avviene in assenza o con minima degrada-
zione delle proteine principali. Sebbene questo fenomeno sia stato verificato mediante ana-
lisi delle proteine totali delle carni fresche e alterate, è anche implicito nel metodo; in altre
parole, quando le carni vengono alterate dai microrganismi ERV diminuisce anziché aumen-
tare, come accadrebbe se fosse intervenuta l’idrolisi completa delle proteine. Il secondo
aspetto rivelato dal metodo ERV, è rappresentato dall’aumento della capacità di idratazione
delle proteine delle carni attraverso un meccanismo tuttora sconosciuto, sebbene sia stato
dimostrato un ruolo fondamentale dei complessi ammino-glucidici prodotti dalla microflora
alterante 160. In assenza della completa idrolisi delle proteine, è lecito domandarsi come i
microrganismi responsabili dell’alterazione soddisfino le loro esigenze nutrizionali.

Quando le carni fresche vengono stoccate a temperatura di refrigerazione, i microrganismi
in grado di crescere a quella particolare temperatura cominciano a moltiplicarsi. Nel caso
delle carni fresche con pH finale intorno a 5,6 sono presenti quantità di glucosio, e di altri car-
boidrati semplici, sufficienti per consentire la crescita di 108 microrganismi/cm2 71,73. Nell’ete-
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Figura 4.3 Risultati di diversi test chimico-fisici relativi all’alterazione di carne bovina macinata conser-
vata a 7 °C fino al raggiungimento dell’evento alterativo. La freccia indica il primo giorno in cui veniva
percepito cattivo odore. ERV = volume di estratto rilasciato; H2O libera = misura della capacità di lega-
re l’acqua presente (valore inversamente correlato); Sw = gonfiore della carne; h = viscosità; log nos.
= batteri aerobi totali/g. (Da Shelef e Jay159, copyright © 1969, Institute of Food Technologists)



rogenea microflora della carne fresca, i microrganismi che si sviluppano più rapidamente e
utilizzano il glucosio a temperature di refrigerazione sono le Pseudomonadaceae; inoltre l’O2

disponibile presente sulla superficie del prodotto ha una particolare influenza sul loro svilup-
po73. Anche Brochothrix thermosphacta utilizza il glucosio e il glutammato, ma la sua cresci-
ta lenta lo rende scarsamente competitivo nei confronti delle Pseudomonadaceae. Quando
viene raggiunta una contaminazione superficiale di circa 108/cm2, la scorta di carboidrati sem-
plici viene esaurita e i cattivi odori possono essere percepiti o meno a seconda dell’entità e
della modalità di utilizzo degli amminoacidi liberi. Non appena i carboidrati semplici sono
esauriti, le Pseudomonadaceae, unitamente ad altri microrganismi psicrotrofi Gram-negativi –
come Moraxella, Alcaligenes, Aeromonas, Serratia e Pantoea – utilizzano gli amminoacidi
liberi e i composti azotati semplici correlati come fonte di energia. Le specie del genere Aci-
netobacter utilizzano prima gli amminoacidi e successivamente i lattati; il loro sviluppo è
ridotto a pH pari o inferiore a 5,7 73. Per quanto riguarda il pollame, la conversione del gluco-
sio in gluconato sembra apportare alle Pseudomonadaceae un vantaggio competitivo 95.

Impiegando estratto di agnello a pH 6,0 e a 4 °C, un gruppo di ricercatori ha suggerito che
la prevalenza della specie P. fragi potesse derivare dalla sua capacità di utilizzare creatina e
creatinina40. Diversi autori hanno osservato che, sulle carni fresche, P. fluorescens è più
abbondante di P. fragi, ma che quest’ultimo tende a divenire predominante con il tempo107.

Gli odori nauseabondi, solitamente associati all’alterazione delle carni, derivano dalla
presenza di amminoacidi liberi e composti correlati (H2S da amminoacidi solforati, NH3 da
numerosi amminoacidi, e indolo e triptofano). Gli odori e i sapori sgradevoli compaiono
solamente quando iniziano a essere consumati gli amminoacidi (vedi di seguito). Nel caso di
carni scure, compatte e secche (DFD, dark, firm and dry), che presentano un pH finale > 6 e
contengono scarse riserve di carboidrati semplici, l’alterazione avviene molto più rapida-
mente e gli odori sgradevoli vengono percepiti quando il numero di cellule è circa 106/cm2 134.
Nelle carni normali e DFD le proteine principali vengono attaccate solo quando le scorte di
costituenti semplici sono esaurite. È stato dimostrato, per esempio, che il potere antigenico
delle proteine bovine solubili in soluzioni saline non viene distrutto nelle usuali condizioni
di alterazione a bassa temperatura 118.

Per quanto riguarda il pesce, si è visto che l’alterazione dell’estratto filtrato di pesce crudo
avviene con le stesse modalità di quella del pesce crudo intero 110. Ciò può indicare il manca-
to attacco delle proteine solubili da parte dei microrganismi responsabili dell’alterazione, poi-
ché tali proteine sono assenti nell’estratto pressato. La stesso sembra valere per la carne bovi-
na e per prodotti simili. Nella fase immediatamente precedente l’alterazione si osserva, tra
l’altro, incremento del pH, aumento del numero di batteri e aumento della capacità di idrata-
zione delle proteine della carne. Nella carne bovina macinata il pH può arrivare fino a 8,5
(carne putrefatta), sebbene il pH medio osservato all’inizio dell’alterazione sia 6,5161. Trac-
ciando la curva di crescita della popolazione microbica alterante, si possono osservare le nor-
mali fasi di sviluppo e la fase di declino può essere ascritta all’esaurimento dei nutrienti uti-
lizzabili dalla maggior parte dei microrganismi e all’accumulo di metaboliti batterici tossici.
Non sono ancora chiare le modalità precise con cui le proteine della carne vengono idroliz-
zate a bassa temperatura. (Per approfondimenti, si consiglia il riferimento bibliografico 91.)

Dainty e colleghi31 inocularono la patina superficiale di carne bovina in fette di carne
bovina cruda, ponendole poi a incubare a 5 °C. I cattivi odori e la mucillagine comparvero
dopo 7 giorni con conte di 2×10 9/cm2; non si osservò alcuna attività proteolitica né nella fra-
zione sarcoplasmatica né in quella miofibrillare delle fette di carne bovina. Anche 2 giorni
dopo, nella frazione sarcoplasmatica non erano rilevabili cambiamenti, sebbene la carica bat-
terica avesse raggiunto valori di 1010/cm2; contemporaneamente si manifestarono i primi
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segni di idrolisi delle proteine miofibrillari con la comparsa di una nuova banda e l’attenua-
zione di un’altra. Tutti i fasci miofibrillari scomparverono dopo 11 giorni con il contempo-
raneo indebolimento di diverse bande della frazione sarcoplasmatica. Nelle carni bovine con-
taminate naturalmente, gli odori e la patina superficiale furono osservati dopo 12 giorni,
quando la conta raggiunse il valore di 4 × 108/cm2. Fino al diciottesimo giorno di conserva-
zione non si osservarono modificazioni strutturali delle proteine miofibrillari. Mediante
l’impiego di colture pure questi ricercatori dimostrarono che le Pseudomonadaceae attacca-
vano le proteine miofibrillari, mentre altri microrganismi erano più attivi nei confronti di
quelle sarcoplasmatiche. Aeromonas spp. risultarono attivi nei confronti sia delle proteine
miofibrillari sia di quelle sarcoplasmatiche. Con colture pure le variazioni nelle proteine
furono rilevate solo quando le conte superarono 3,2 × 109/cm2. Precedentemente, Borton e
colleghi15 avevano dimostrato che P. fragi determinava la perdita di bande proteiche nel
muscolo suino inoculato, ma non venivano fornite indicazioni sulla concentrazione minima
di microrganismo necessaria affinché ciò si verificasse. (Per un approfondimento sull’altera-
zione microbica delle carni, vedi anche la revisione di Ellis e Goodacre 49.)

4.5  Alterazione del fegato fresco

I fenomeni che si verificano durante l’alterazione dei fegati di bovini, suini e agnelli non
sono stati chiariti come quelli che avvengono nelle carni. Il contenuto medio di carboidrati e
NH3 e il pH di dieci fegati di agnello freschi sono presentati in tabella 4.13 72. Considerando
l’elevato contenuto in carboidrati e il valore medio di pH di 6,41, ci si attenderebbe un’atti-
vità alterante di tipo fermentativo, con conseguente calo del pH al di sotto di 6,0. Ciò indub-
biamente accadrebbe se i fegati venissero sminuzzati, o tagliati a cubetti, e conservati a tem-
perature di frigorifero, ma la maggior parte degli studi è stata condotta su fegati interi, nei
quali lo sviluppo microbico è stato stimato in superficie, nell’essudato o nel tessuto profon-
do. In uno studio sull’alterazione di fegati bovini tagliati a cubetti, il pH iniziale di 6,3 è
diminuito fino a circa 5,9 dopo 7-10 giorni di conservazione a 5 °C; i batteri lattici sono
risultati i principali responsabili dell’alterazione158. Nella maggior parte degli altri studi la
flora batterica prevalente durante l’alterazione è risultata formata essenzialmente dagli stes-
si microrganismi che prevalgono nell’alterazione delle carni. In fegati di maiale conservati a
5 °C per 7 giorni i più importanti microrganismi isolati sono stati Pseudomonas, Alcaligenes,
Escherichia, streptococchi lattici e B. thermosphacta 64. In cinque fegati bovini, conservati a
2 °C per 14 giorni, il genere Pseudomonas costituiva dal 7 al 100% della flora alterante, men-
tre il pH medio era sceso da un valore medio iniziale di 6,49 a uno di 5,93 82. In un altro stu-
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Tabella 4.13 pH e concentrazione di glicogeno, glucosio, acido lattico
e ammoniaca in 10 campioni di fegato fresco

Componente Concentrazione media e intervallo

Glucosio 2,73 (0,68–6,33) mg/g
Glicogeno 2,98 (0,70–5,43) mg/g
Acido lattico 4,14 (3,42–5,87) mg/g
Ammoniaca 7,52 (6,44–8,30) μmol/g
pH 6,41 (6,26–6,63)

(Da Gill e DeLacy 72, copyright © 1982 American Society for Microbiology)



dio su fegati di bovini, suini e agnelli la popolazione microbica dominante, rinvenuta dopo
5 giorni a 2 °C, è risultata differente nei tre tipi di prodotto: nei fegati bovini dominavano
streptococchi, lieviti, corineformi e Pseudomonadaceae; nei fegati di agnello corineformi,
micrococchi e “streptococchi” e nei fegati suini stafilococchi, Moraxella-Acinetobacter e
“streptococchi”80. Durante la conservazione, il pH medio era diminuito, seppure in misura
modesta, in ciascuna delle tre tipologie di fegato esaminate. In uno studio sull’alterazione dei
fegati di agnello, condotto da Gill e DeLacy72, la microflora presente sulla supeficie alterata
era costituita prevalentemente da Pseudomonas, Acinetobacter e Enterobacter. Negli essu-
dati derivati da fegati interi la popolazione dominante era rappresentata da Pseudomonas e
Enterobacter, mentre nei tessuti profondi prevalevano Enterobacter e lattobacilli. Sempre in
questo studio è stato osservato che, in campioni trattati con antibiotici, il pH iniziale cala da
circa 6,4 a circa 5,7; ciò indica che i fenomeni glicolitici che si realizzano nel fegato posso-
no determinare una riduzione del pH indipendentemente dalla presenza di microrganismi, la
cui concentrazione in questi campioni era <10 4/cm2. L’elevato contenuto di glucosio ha con-
sentito la formazione di colonie visibili sulla superficie prima dello sviluppo di cattivi odori;
ciò può spiegare la prevalenza nei fegati di microrganismi alteranti di tipo non lattico.

Poiché, rispetto ai batteri lattici Gram-positivi di tipo fermentativo, la maggior parte dei
batteri ossidativi psicrotrofi Gram-negativi cresce più velocemente ed è favorita da un ele-
vato potenziale O/R superficiale, non stupisce la loro prevalenza nell’alterazione di fegati
integri. La concentrazione più elevata di carboidrati sembra ritardare lo sviluppo dei micror-
ganismi che utilizzano gli amminoacidi; ciò spiegherebbe perché, durante l’alterazione del
fegato integro, non si osserva un innalzamento del pH, a differenza di quanto avviene nelle
carni. A tale proposito, è lecito attendersi che il fegato tagliato a cubetti favorisca la cresci-
ta di batteri lattici a causa della ridistribuzione della microflora superficiale nel campione: in
queste condizioni i batteri lattici dovrebbero essere favoriti dall’alto tenore in carboidrati e
dal potenziale O/R più basso rispetto a quello superficiale. In qualche modo questo fenome-
no è analogo a quello che si verifica durante l’alterazione superficiale delle carcasse, nelle
quali i lieviti a lento accrescimento e le muffe si sviluppano quando le condizioni non sono
favorevoli alla crescita batterica; i funghi non svolgono mai un ruolo primario nell’alterazio-
ne delle carni macinate, a meno che non siano state adottate misure specifiche per inibire la
crescita batterica. Alla luce di tale analogia, si può quindi affermare che i batteri lattici costi-
tuiscono una popolazione scarsamente coinvolta nell’alterazione dei fegati integri, poiché le
condizioni favoriscono i batteri Gram-negativi psicrotrofi a crescita più rapida. 

4.6  Incidenza/prevalenza di microrganismi in pollame fresco

Il pollame integro tende ad avere una più bassa contaminazione microbica rispetto al polla-
me tagliato a pezzi. La maggior parte dei microrganismi presenti su questi prodotti risiede
sulla superficie; per tale motivo le conte per cm2 di superficie sono generalmente più valide,
rispetto a quelle condotte sia sulla superficie sia sui tessuti interni. May120 ha dimostrato che
i valori delle conte di superficie aumentano nel corso delle successive fasi di lavorazione del
pollame. In uno studio condotto su polli interi provenienti da 6 stabilimenti di lavorazione,
il valore medio iniziale della conta di superficie era log10 3,30/cm2. Tale valore aumentava a
log10 3,81, dopo il sezionamento dei polli, e successivamente a log10 4,08, dopo il confezio-
namento. Il convogliatore, utilizzato per la movimentazione dei volatili, presentava una
conta di log10 4,76/cm2. Quando le medesime analisi sono state condotte in cinque diversi
esercizi di vendita al dettaglio, May ha riscontrato una conta media di log10 3,18, nel pollo
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intero, che aumentava a log10 4,06 dopo il taglio e il confezionamento. Sui taglieri è stata
rilevata una conta totale di log10 4,68/cm2.

Nei prodotti derivati dalla carne di tacchino, Campylobacter jejuni è ritrovato meno fre-
quentemente delle salmonelle. In uno studio è stato osservato che le uova fertili e i pulcini
di tacchino appena nati non sono contaminati da questi microrganismi 2. Dopo 2 settimane
dalla nascita, tuttavia, fino al 76% dei campioni fecali di pulcini allevati in un’incubatrice è
risultato positivo. In uno studio condotto in punti vendita al dettaglio e all’ingrosso, non è
stato possibile recuperare il microrganismo né dalla superficie delle carcasse di tacchino
decongelate, né dal liquido derivante dallo scongelamento; ciò sembra dovuto alle operazio-
ni di scottatura e lavaggio cui vengono sottoposte le carcasse1.

Tra i diversi prodotti cotti ottenuti dal pollame, gli arrotolati di tacchino precotti hanno
presentato una carica microbica sensibilmente più bassa rispetto a tutte le altre tipologie
(tabella 4.14). In uno studio effettuato su 118 campioni di prodotti ottenuti da pollo arrosto,
C. perfringens è stato isolato nel 2,6% dei casi112; in un’altra ricerca condotta in Argentina
su carcasse di pollo, su 70 campioni, 7 sono risultati positivi per specie del genere Yersinia,
tra le quali Y. enterocolitica (4,3%), Y. frederiksenii (4,3%) e Y. intermedia (1,4%). Tutti i
ceppi di Y. enterocolitica isolati appartenevano al biogruppo 1A, sierotipo O:5 e fagotipo
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Tabella 4.14 Qualità microbiologica generale di alcuni prodotti derivati da carne di tacchino
(tutti i valori logaritmici sono indicati come log10 )

N. di Gruppi microbici/ % di campioni
Prodotti campioni Limiti conformi Rif. bibl.

Arrotolato precotto 6 Carica mesofila aerobia 100 126
di tacchino < log 3,00/g

6 Coliformi ≤ log 2,00/g 67 126
6 Enterococchi ≤ log 2,00/g 83 126

48 Assenza di salmonelle 96 126
48 Assenza di C. perfringens 100 126

Arrotolato di tacchino 30 Carica mesofila aerobia 20 187
precotto/carne di < log 2,00/g
tacchino a fette 29 Assenza di coliformi 79 187

29 Assenza di E. coli o salmonelle 100 187

Carne di tacchino 74 Carica mesofila aerobia 51 77
fresca macinata ≤ log 7,00/g

75 Assenza di coliformi 1 77
75 Assenza di E. coli 59 77
75 Assenza di streptococchi fecali 5 77
75 Assenza di S. aureus 31 77
75 Assenza di salmonelle 72 77

Carne di tacchino 50 Carica mesofila aerobia 54 78
macinata congelata a 32 °C < 106/g

50 Psicrotrofi < 106/g 32 78
50 MPN E. coli < 10/g 80 78
50 MPN S. aureus < 10/g 94 78
50 MPN “streptococchi fecali” <10/g 54 78

MPN = most probable number.



X 2
56. Gli enterococchi sono comuni sui prodotti avicoli. Su 227 campioni di tacchino analiz-

zati nell’Iowa tra il 2001 e il 2002, 226 sono risultati positivi per questi microrganismi: il
60% degli isolati è stato identificato come E. faecium e il 31% come E. faecalis 84. Di 237
campioni di pollo, invece, 236 campioni sono risultati positivi: il 79% degli isolati è stato
identificato come E. faecium e il 16% come E. faecalis.

Cox e colleghi29 hanno osservato l’andamento dei batteri enterici durante le varie fasi di
raffreddamento del pollame. Prima del raffreddamento delle carcasse, la conta APC era log10

3,17 ufc/cm2 e quella delle Enterobacteriaceae log10 2,27 ufc/cm2. Dopo il raffreddamento, si
è osservata una riduzione maggiore delle Enterobacteriaceae rispetto a quella riscontrata per
l’APC. Al giorno 0, l’85% delle specie enteriche era rappresentato da E. coli, ma dopo 10
giorni a 4 °C tale percentuale era scesa al 14%; nel medesimo arco di tempo, invece, la per-
centuale di Enterobacter spp. è aumentata dal 6 all’88%. In un altro studio condotto sul pol-
lame durante le fasi della lavorazione, Micrococcus spp. è risultato il genere numericamen-
te più rappresentato; in particolare il numero di microrganismi riscontrato sui campioni di
pelle del collo era maggiore di quello presente sulle piume, sia prima sia dopo la scottatura
delle carcasse 68. Nello stesso studio, le specie del genere Corynebacterium sono state ritro-
vate in alte concentrazioni nei campioni d’aria. In uno studio condotto nel 1994-1995, in tutti
gli Stati Uniti, su 1297 carcasse di pollo, Clostridium perfringens e Staphylococcus aureus
sono stati rinvenuti rispettivamente nel 43 e nel 64% dei casi 177. La prevalenza di Arcobac-
ter e Campylobacter spp. su alcuni prodotti avicoli è riassunta in tabella 4.4; quelle di Sal-
monella spp., L. monocytogenes e E. coli O157:H7 nelle tabelle 4.5, 4.6 e 4.7.

Sono stati isolati i lieviti cresciuti su carcasse di pollo conservate a 4 °C, fino a un perio-
do di 14 giorni; sono stati identificati almeno 7 generi, tra i quali è risultato predominante
Candida, seguito da Cryptococcus e Yarrowia 86.

4.7  Alterazione microbica del pollame

Numerosi studi sulla popolazione batterica del pollame fresco, hanno rivelato la presenza di
oltre 25 generi diversi (tabella 4.1). Tuttavia, quasi tutti gli autori di queste ricerche concor-
dano sul fatto che quando queste carni subiscono alterazioni a basse temperature, i principa-
li microrganismi coinvolti appartengono al genere Pseudomonas. In uno studio su 5.920
ceppi isolati da carcasse di pollo104, le Pseudomonadaceae rappresentavano il 30,5%, Acine-
tobacter il 22,7%, Flavobacterium il 13,9% e Corynebacterium il 12,7%, mentre lieviti,
Enterobacteriaceae e altri microrganismi sono stati rinvenuti in percentuali minori. Tra le
Pseudomonadaceae isolate, il 61,8% era fluorescente in King B medium e il 92,5% era in
grado di ossidare il glucosio. Barnes e Impey11, in un precedente studio per la caratterizza-
zione delle Pseudomonadaceae presenti in pollame alterato, avevano dimostrato che le spe-
cie pigmentate diminuivano dal 34 al 16%, dall’inizio della conservazione alla comparsa di
odori sgradevoli, mentre le specie non pigmentate aumentavano dall’11 al 58%. Acinetobac-
ter e altre specie di batteri diminuivano insieme alle Pseudomonadaceae. Un fenomeno simi-
le si osserva nel pesce in fase di alterazione.

I miceti sono considerevolmente meno importanti nei fenomeni alterativi del pollame,
tranne quando vengono impiegati antibiotici per sopprimere lo sviluppo batterico; in questo
caso, infatti, le muffe diventano i principali agenti alterativi. I generi Candida, Rhodotorula,
Debaryomyces e Yarrowia sono tra i più importanti rinvenuti nel pollame (tabella 4.2). La
caratteristica essenziale dell’alterazione del pollame è la formazione di una patina viscosa
sulle superfici di taglio o sulle parti esterne della carcassa. La cavità viscerale spesso emana
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odori acidi, comunemente definiti “puzzo di interiora”. Il fenomeno è particolarmente evi-
dente nell’alterazione del pollame non eviscerato. Questo tipo di alterazione è causata dai
generi batterici già citati e dagli enterococchi, che si diffondono attraverso le pareti intesti-
nali e invadono i tessuti interni della cavità addominale.

In una ricerca condotta in Sud Africa, sui lieviti presenti su carcasse di pollame fresco e
alterato, i generi Candida e Debaryomyces spp. sono risultati prevalenti in carcasse sia fre-
sche sia alterate, mentre il genere Rhodotorula non è stato isolato da carcasse alterate180. Tri-
chosporon spp. non sono stati rinvenuti nel pollame fresco, ma sono stati trovati nel 5% dei
prodotti alterati; infine, Yarrowia era presente nel 3% e nell’11%, rispettivamente, delle car-
casse fresche e alterate. Candida zeylanoides e Debaryomyces hansenii erano le due specie
più abbondanti nel pollame sia fresco sia alterato180.

S. putrefaciens si sviluppa bene a 5 °C e produce odori sgradevoli fortissimi dopo una cre-
scita di 7 giorni su tessuto muscolare di pollo124. Tra i microrganismi produttori di cattivi
odori, vi sono determinate specie particolarmente “potenti” che fanno parte della flora pre-
sente sul pollame fresco122. Lo studio citato è stato condotto sul muscolo pettorale, soggetto a
fenomeni alterativi diversi da quelli che interessano la coscia, che presenta un pH più elevato.
Dopo conservazione a 2°C per 16 giorni, la microflora del muscolo della coscia è rappresen-
tata per il 79% da Pseudomonadaceae, per il 17% da Acinetobacter-Moraxella e per il 4% da
S. putrefaciens123. Tutti gli isolati attribuiti a quest’ultima specie producono odore di uova
marce e generano H2S, metilmercaptano e dimetilsolfuro; la produzione di questi composti
non si verifica nell’alterazione del muscolo pettorale.

In genere, nel pollame alterato gli odori sgradevoli vengono percepiti quando il numero
di microrganismi è circa log10 7,2-8,0/cm2, mentre la patina superficiale si manifesta solita-
mente subito dopo, quando la carica microbica giunge a circa log10 8 /cm2 6. La conta degli
aerobi totali effettuata sulla patina raramente risulta superiore log10 9,5/cm2. Quando la cre-
scita microbica è inizialmente confinata alla superficie della carcassa, per un certo periodo i
tessuti sottostanti la pelle non vengono contaminati; tuttavia, gradualmente i batteri comin-
ciano a penetrare nei tessuti profondi, causando un aumento della capacità di idratazione
delle proteine muscolari, più o meno come avviene nelle carni bovine. Non è ancora chiaro
se i fenomeni di autolisi abbiano un ruolo importante nei meccanismi di alterazione dei tes-
suti interni del pollame. 

Le ragioni principali per le quali l’alterazione del pollame è soprattutto circoscritta alle
superfici sono invece note. Le parti più profonde dei tessuti sono solitamente sterili o con-
tengono un numero relativamente basso di microrganismi, che in genere non crescono a
basse temperature. La popolazione microbica alterante, quindi, è concentrata sulle superfici
e sulla pelle, dove viene depositata dall’acqua, durante le lavorazioni e la manipolazione. Le
superfici del pollame fresco conservato in ambienti ad alta umidità favoriscono lo sviluppo
di batteri aerobi come le Pseudomonadaceae; questi microrganismi formano piccole colonie
che tendono a confluire producendo la patina superficiale (biofilm) caratteristica del polla-
me alterato. May e colleghi121 hanno dimostrato che la pelle del pollame favorisce la cresci-
ta della microflora alterante più del tessuto muscolare. Nelle fasi di alterazione avanzata, la
superficie del pollame appare spesso fluorescente alla luce ultravioletta, proprio per la pre-
senza di un elevato numero di Pseudomonadaceae fluorescenti. I microrganismi responsabi-
li dell’alterazione superficiale possono essere recuperati direttamente dalla patina per essere
strisciati in piastra; in alternativa, si possono allestire vetrini per l’osservazione spalmando-
vi piccole quantità di patina. Mediante colorazione di Gram l’aspetto dei microrganismi
appare uniforme e indistinguibile. Per stimare l’attività microbica sulla superficie del polla-
me può essere utilizzato tetrazolio (2,3,5-trifeniltetrazolio cloruro); questo composto, spruz-
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zato sulla carcassa eviscerata, provoca la comparsa di una pigmentazione rossa in corrispon-
denza delle aree a elevata attività microbica. Generalmente queste aree sono rappresentate
dalle superfici di taglio del muscolo o da zone danneggiate, per esempio in corrispondenza
dei follicoli delle piume140. Quando la pelle viene rimossa da una carcassa di pollo fresco, i
muscoli delle cosce vanno incontro più rapidamente ad alterazione rispetto a quelli del petto;
infatti, i primi presentano valori di pH compresi tra 6,3 e 6,6, mentre i valori dei secondi sono
intorno a 5,7-5,9.

Lo sviluppo delle Pseudomonadaceae è favorito dalle basse temperature; infatti, quando
l’alterazione del pollame avviene a 1 °C questi microrganismi sono predominanti, mentre a
10 e a 15 °C predominano batteri enterici e di altro tipo12. (Per ulteriori approfondimenti sul-
l’alterazione del pollame, si consiglia il riferimento bibliografico 28; nel capitolo 14 sono
trattati argomenti riguardanti le alterazioni del pollame e di altre carni confezionate sotto
vuoto o in atmosfera modificata.) 

4.8  Sanitizzazione/lavaggio delle carcasse

Al momento della macellazione le superfici esterne del bestiame sono ricoperte di polvere,
sporcizia e materiale fecale. È inevitabile che alcuni dei microrganismi derivanti da queste
fonti di contaminazione vengano poi rinvenuti sulle carcasse degli animali macellati e seb-
bene la maggior parte di essi non siano patogeni, alcuni possono esserlo. Allo scopo di ridur-
re il numero e i tipi di patogeni presenti sulle carcasse e sui prodotti finiti, sono impiegati
diversi metodi.

1. Rifilatura: rimozione della pelle o dei tessuti più esterni.
2. Lavaggio: impiego di acqua a diverse temperature e pressioni.
3. Acidi organici: acido acetico, citrico o lattico vengono addizionati all’acqua di lavaggio,

in concentrazioni variabili dal 2 al 5%.
4. Altri agenti chimici: l’acqua di lavaggio viene addizionata con perossido di idrogeno,

diossido di cloro o clorexidina.
5. Trattamenti con vapore sotto vuoto: applicazione di vapore, per 5-10 secondi a tempera-

ture pari o superiori a 80 °C, durante la fase finale di preparazione della carcassa.
6. Combinazione di due o più trattamenti precedenti.

Il programma dell’USDA per la riduzione dei patogeni nelle carcasse bovine prevede che
una carcassa ogni 300 venga esaminata mediante prelievo per tampone di 100 cm2, da tre
punti della superficie della carcassa (scamone, pancia e petto) per la ricerca di E. coli, che
deve risultare < 5 ufc/cm2 175. Il prelievo mediante spugna è uno dei 6 metodi confrontati in
uno studio sulle carcasse bovine 37.

Sono stati condotti numerosissimi studi sulle tecniche citate per la riduzione dei micror-
ganismi dalle carcasse: in genere si ottiene un abbattimento della carica mesofila aerobia del-
l’ordine di 1-3 unità logaritmiche. Molti di questi studi hanno impiegato ceppi geneticamen-
te modificati di alcuni patogeni miscelati con campioni di feci animali e distribuiti sui tagli
di carne in esame; ci si attenderebbe che la rimozione dei microrganismi così applicati sia
diversa rispetto a quella dei microrganismi acquisiti naturalmente, ma mancano studi com-
parativi in proposito. Gli effetti a lungo termine dei trattamenti con acidi e vapore sui micror-
ganismi generalmente presenti sulle carni sono tuttora sconosciuti, poiché l’uso commercia-
le di queste procedure è relativamente recente. L’emergere di microrganismi acido-resisten-
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ti, dopo un uso protratto, è probabilmente un risultato dell’impiego continuativo e su larga
scala di antimicrobici. È stato osservato che l’uso di trattamenti multipli è preferibile rispet-
to all’impiego di un singolo trattamento 23, anche perché questo approccio può ridurre l’emer-
gere di microrganismi resistenti. La shelf life del filetto di pesce gatto è stata prolungata
dopo aver somministrato, sotto forma di spray, concentrazioni del 4% di acido lattico o del
2-4% di acido propionico 52.

La combinazione del lavaggio con acqua calda seguito dal risciacquo con acidi organici
risulta più efficace per le carcasse di maiale, rispetto all’impiego separato di uno dei due
metodi: tale abbinamento consente una riduzione nel numero di microrganismi di 2 unità
logaritmiche 48. Sulla base delle stesse ricerche è stato suggerito l’impiego di acqua a 80 °C. 

Applicando, per 30 secondi, una soluzione spray al 4% di acido lattico sulle superfici di
carcasse bovine fredde precedentemente contaminate con E. coli O157:H7 e S. Typhimurium,
è stata ottenuta una riduzione di 5,2 unità logaritmiche di entrambi i microrganismi 24. Un trat-
tamento spray post refrigerazione con acido lattico al 4% a 55 °C determina un’ulteriore ridu-
zione di 2-2,4 unità logaritmiche per E. coli O157:H7 e 1,6-1,9 per S. Typhimurium.

La contaminazione microbica durante le diverse fasi della lavorazione delle carcasse di
maiale è stata studiata in dettaglio in un mattatoio iberico. La concentrazione di E. coli dimi-
nuiva effettuando le operazioni di bruciatura delle setole e di scottatura, ma aumentava con
la depilazione151; la conta in piastra di E.coli era significativamente diminuita dalla legatura
dell’ano e dall’eviscerazione; il lavaggio finale delle carcasse con acqua potabile ad alta
pressione non è risultato efficace nella riduzione della carica microbica superficiale151.
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5.1  Carni trasformate

Per carni trasformate (o “curate”) si intendono tutti i prodotti carnei ottenuti mediante sala-
gione, affumicatura o cottura. I microrganismi più spesso associati a questi prodotti sono
elencati in tabella 5.1. Gli aspetti relativi alle carni trasformate conservate sotto vuoto o in
atmosfera modificata sono discussi nel capitolo 14.

5.1.1  Salagione

Sebbene questa tecnica fosse impiegata nell’antichità per conservare la carne, oggi essa è uti-
lizzata soprattutto per conferire aroma e colore. Gli ingredienti normalmente impiegati per
questi trattamenti della carne sono NaCl (tra tutti, il più importante), nitriti o nitrati e zuc-
cheri (saccarosio, glucosio, fruttosio e lattosio). In aggiunta a questi, alcuni prodotti posso-
no contenere ulteriori componenti, quali fosfati, ascorbato o eritorbato di sodio, sorbato di
potassio, glutammato monosodico, proteine vegetali idrolizzate, lattati o spezie.

Nei prodotti salati stagionati le miscele di NaCl, nitriti o nitrati e zuccheri non vengono
addizionate di acqua, mentre nei prodotti salati per immersione questi stessi ingredienti ven-
gono aggiunti all’acqua e costituiscono la salamoia.

Il sale previene lo sviluppo microbico, sia durante sia dopo il trattamento, e può essere
rinvenuto nei prodotti finiti in percentuali fino al 2,5%. I nitriti o i nitrati vengono impiega-
ti per il mantenimento del colore rosso delle carni, contribuiscono allo sviluppo del caratte-
ristico aroma di queste carni trasformate, ritardano l’irrancidimento e prevengono la germi-
nazione delle spore clostridiche. Gli isomeri sodio ascorbato e sodio eritorbato sono usati per
stabilizzare il colore e per accelerare e rendere più uniforme il processo. Essendo più stabi-
le, l’eritorbato trova maggiore impiego rispetto al suo isomero; inoltre, incrementa la produ-
zione di ossido nitrico a partire da nitrito e acido nitroso. A concentrazioni di 550 ppm
entrambi gli isomeri riducono la formazione di nitrosammine. Lo zucchero svolge almeno tre
funzioni nel trattamento di salagione: contribuisce alla stabilizzazione del colore e allo svi-
luppo dell’aroma del prodotto e costituisce il substrato per la fermentazione lattica; inoltre
attenua il forte sapore impartito da NaCl. Per sviluppare l’aroma, lo zucchero può essere
sostituito da sciroppo di mais, melassa o miele.

I fosfati sono impiegati nella maggior parte delle carni trasformate – quali bacon, pro-
sciutto, roast beef e pastrami – per legare una maggior quantità di acqua. Il sodio tripolifo-
sfato è l’ingrediente più utilizzato per le salamoie, ma è ampiamente diffuso anche l’impie-
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go di una miscela di sodio tripolifosfato e sodio esametafosfato. (Per maggiori informazioni
sull’impiego dei polifosfati come agenti antimicrobici, si veda il capitolo 13).

I salumi (dal latino salsus, “salato” o “conservato”) costituiscono uno dei principali grup-
pi di prodotti carnei conservati e possono essere così classificati:

1. freschi (pasticci di carne, salamelle);
2. affumicati crudi (tipo mettwurst e salsiccia polacca);
3. affumicati cotti (come wiener, frankfurter e mortadella);
4. cotti (salame di fegato);
5. stagionati (salame Genova e salsiccia stagionata piccante);
6. semistagionati (salame affumicato libanese e cervelat).
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Tabella 5.1 Generi di batteri e funghi più frequentemente rinvenuti nelle carni trasformate

Batteri Funghi

Colorazione Prevalenza Prevalenza
Genere di Gram Relativa Genere Relativa

Acinetobacter – X Lieviti
Aeromonas – X Candida X
Alcaligenes – X Debaryomyces XX
Bacillus + X Saccharomyces X
Brochothrix + X Trichosporon X
Carnobacterium + X Yarrowia X
Corynebacterium + X
Enterobacter – X Muffe
Enterococcus + X Alternaria X
Hafnia + X Aspergillus XX
Kocuria + X Botrytis X
Kurthia + X Cladosporium X
Lactobacillus + XX Fusarium X
Lactococcus + X Geotrichum X
Leuconostoc + X Monilia X
Listeria + X Mucor X
Microbacterium + X Penicillium XX
Micrococcus + X Rhizopus X
Moraxella – X Scopulariopsis X
Paenibacillus + X Thamnidium X
Pediococcus + X
Pseudomonas – XX
Serratia – X
Staphylococcus + X
Vibrio – X
Weissella + X
Yersinia – X
Carnimonas – X
Clostridium + XX
Macrococcus + X
Shewanella – X

X = rinvenuto; XX = rinvenuto frequentemente.



I salumi semistagionati hanno un pH finale di circa 4,7-5,0 e devono essere conservati a
temperature di refrigerazione, mentre quelli stagionati – pur presentando i medesimi valori
di pH – sono più stabili per il minore contenuto di umidità. La sicurezza relativa di questi
prodotti è discussa in seguito.

Il bacon statunitense viene salato a secco o – più comunemente – mediante immersione; la
salatura può essere seguita dall’affumicatura. Il bacon canadese si caratterizza perché è piut-
tosto magro, in quanto ottenuto dai muscoli della lombata del maiale; il Wiltshire bacon è
invece ottenuto da mezzene di maiali selezionati, mediante iniezione forzata di salamoia e
conservanti e successiva immersione in salamoia. 

Per la maggior parte, i prosciutti commercializzati sono stati sottoposti a salagione; il trat-
tamento può essere effettuato mediante iniezione forzata della soluzioni saline attraverso le
arterie principali, oppure utilizzando macchine siringatrici dotate di uno o più aghi che distri-
buiscono la salamoia all’interno del prodotto. Per i prosciutti artigianali stagionati, il tratta-
mento di salagione viene effettuato per sfregamento ed è seguito da conservazione a tempe-
rature di refrigerazione per un periodo compreso tra 28 e 50 giorni, a seconda delle dimen-
sioni e dello spessore del prodotto.

Tutti gli ingredienti utilizzati per la salagione possono contenere microrganismi; occorre,
quindi, prestare attenzione affinché specie microbiche indesiderabili non vengano trasferite
ai prodotti durante il trattamento.

5.1.2 Affumicatura

Questo trattamento viene applicato a diversi tipi di carni salate, principalmente allo scopo di:

– conferire aroma e sapore;
– preservare i prodotti;
– creare nuovi prodotti;
– sviluppare colore;
– formare una pellicola protettiva sui salami a impasto emulsionato;
– proteggere il prodotto dai processi ossidativi 73.

Il fumo, sia derivante dalla combustione di legni duri sia in forma liquida (aromatizzanti
di affumicatura) contiene fenoli, alcoli, acidi organici, carbonili, idrocarburi e gas. Le pro-
prietà antimicrobiche dell’affumicatura sono legate all’azione delle sostanze contenute nel
fumo e al calore che si libera con la combustione del legno. Il fumo liquido contiene tutti i
composti essenziali presenti nel fumo generato dalla combustione del legno, tranne il benzo-
pirene, notoriamente cancerogeno.

5.2  Salami, pancette, mortadelle e prodotti affini

In aggiunta al carico microbico apportato dalla carne, gli insaccati sono esposti a ulteriori
fonti di contaminazioni rappresentate da ingredienti di formulazione e aromatizzanti solita-
mente impiegati per la loro produzione. Molte spezie e condimenti presentano elevate cari-
che microbiche. I batteri lattici e i lieviti presenti in alcuni prodotti sono generalmente appor-
tati dall’aggiunta di latte in polvere. Nel caso degli insaccati ottenuti da carne di maiale, è
stato dimostrato che il budello naturale contiene un elevato numero di batteri. Riha e Sol-
berg76, nel loro studio sui budelli impiegati per l’insaccatura, hanno riscontrato conte com-

Capitolo 5  -  Carni e prodotti ittici trasformati 109



prese tra log10 4,48 e log10 7,77 ufc/g per quelli conservati sotto sale, e tra log10 5,26 e log10

7,36 ufc/g per quelli conservati in salamoia. Oltre il 60% delle specie isolate da questi budel-
li naturali era costituito da Bacillus spp., seguito da clostridi e Pseudomonadaceae. È stato
dimostrato che, tra i singoli ingredienti impiegati per la preparazione delle salsicce fresche
di maiale, i budelli apportano il maggior numero di batteri 76-88.

Le carni trasformate, come mortadelle e salami, rispecchiano presumibilmente – sia per
numero sia per tipo di microrganismi – la somma delle specie apportate dai vari ingredienti.
È stato dimostrato che la microflora dei würstel è costituita in gran parte da microrganismi
Gram-positivi, quali micrococchi, bacilli, lattobacilli, microbatteri, enterococchi e leucono-
stoc, e da lieviti 24. Nella stessa ricerca, studiando la patina che si forma sulla superficie dei
würstel, furono isolate 353 specie, 257 delle quali erano batteri e 78 lieviti; B. thermosphac-
ta era la specie rinvenuta con maggior frequenza.

Per quanto riguarda l’incidenza di spore di C. botulinum in salsicce di fegato commercia-
li, la tossina botulinica di tipo A è stata rinvenuta in 3 su 276 prodotti sottoposti a trattamen-
to termico (75 °C per 20 minuti) e in 2 su 276 prodotti non trattati termicamente 43. In questi
prodotti la stima del numero più probabile (MPN) di spore botuliniche era 0,15/kg.

Per il Wiltshire bacon è generalmente riportata una conta totale di log10 5-6/g 53, mentre
per il bacon trattato con alte concentrazioni saline e conservato sotto vuoto le conte riporta-
te sono di norma più basse (circa log10 4/g). La microflora presente nel bacon affettato con-
servato sotto vuoto è costituita prevalentemente da cocchi catalasi-positivi, così come da sta-
filococchi coagulasi-negativi e da batteri lattici catalasi-negativi quali lattobacilli, lecucono-
stoc, pediococchi e enterococchi 3,13,59. La flora microbica isolata dai salumi cotti è costituita
principalmente da lattobacilli.

Per quanto riguarda le preparazioni a base di frattaglie (soul food), è lecito attendersi
un’elevata carica microbica, poiché essi sono ottenuti dalle interiora dell’animale, che si tro-
vano a contatto diretto con la microflora presente nel tratto intestinale, oppure da altre parti
(come le zampe e le orecchie del maiale) che non sono trattate con particolare attenzione
durante la macellazione e le lavorazioni. Ciò è stata confermato da Sewart 86, che ha rileva-
to per la conta aerobia in piastra (APC) le seguenti medie geometriche: log10 7,92/g per il
chitterling (specialità ottenuta dall’intestino del maiale, log10 7,51/g per lo stomaco e log10

7,32/g per il pudding di fegato. La conta di S. aureus, espressa in log10 , è risultata pari a
5,18/g nelle trippe, 5,70/g negli stomaci e 5,15/g nel pudding di fegato. 

Il jerky è un prodotto essiccato, dunque con lunga shelf life, ottenuto soprattutto da fette
di carne, ma anche di pesce, leggermente salate e speziate. Quando l’essiccamento, che porta
l’a w a 0,86 o meno, viene effettuato entro 3 ore, non vi è il rischio di problemi derivanti dallo
sviluppo di patogeni, quando invece l’essiccamento non è rapido e si protrae a lungo a tem-
perature < 60 °C, S. aureus può sopravvivere 49. Nel 1993, in New Mexico, il jerky di manzo
ha originato 93 casi di salmonellosi, causati da tre serovar: S. Montevideo, S. Kentucky e S.
Typhimurium 14. Il jerky responsabile dell’epidemia era stato prodotto da un’azienda, ma non
è stato chiarito come sia avvenuta la contaminazione. È stato osservato che, durante la lavo-
razione del jerky, per ottenere una riduzione di aw fino a valori di 0,86, l’essiccamento deve
essere effettuato a 52,9 °C per 2,5-3,0 ore 50. Pur non essendo letale per i microrganismi pato-
geni di interesse alimentare, questo trattamento risulta comunque efficace per impedire lo
sviluppo di S. aureus, qualora la contaminazione abbia luogo dopo il processo di trasforma-
zione. Per il jerky di manzo, l’essicamento a 60 °C per 10 ore consente di ridurre di 5,5-6,0
unità logaritmiche la concentrazione di E. coli O157:H7, L. monocytogenes e Salmonella
serovar Typhimurium 42. Per quanto riguarda la preparazione del jerky in ambito domestico,
è stato stimato che, per ottenere una riduzione di 5 unità logaritmiche di E. coli O157:H7,
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devono verificarsi le seguenti condizioni: circa 20 ore di essicamento a 51,7 °C (125 °F),
circa 12 ore a 57,2 °C (135 °F), circa 8 ore a 62,8 °C (145 °F) oppure 4 ore a 68,3 °C
(155 °F )11. Questo microrganismo è risultato più sensibile nella carne con il 5% di grassi
rispetto a quella che ne contiene il 20%. Per esempio, per il jerky con il 5% di grassi si ottie-
ne una riduzione di 5 unità logaritmiche in circa 8 ore a 51,7 °C (125 °F).

Su 32.800 confezioni di würstel, esaminate negli Stati Uniti dalla FDA, L. monocytogenes
è stata isolata in 532 campioni (1,6%); il 90% degli isolati apparteneva al sierotipo 1/2a 96. In
uno studio condotto in Maryland e California per valutare la presenza di L. monocytogenes in
carni trasformate pronte al consumo, sono risultati positivi 82 campioni su 9199 (0,89% )38.

5.2.1  Alterazioni

Le alterazioni cui vanno incontro questi prodotti sono solitamente di tre tipi: formazione di
patina superficiale, inacidimento e inverdimento.

La patina superficiale si forma all’esterno dei budelli, in particolare dei würstel, e può
manifestarsi inizialmente con la comparsa di colonie isolate, che negli stadi successivi pos-
sono formare per coalescenza uno strato uniforme, viscido e grigiastro. Dalla patina posso-
no essere isolati lieviti e batteri lattici – dei generi Lactobacillus, Enterococcus e Weisella –
nonché il batterio B. thermosphacta. W. viridescens causa sia la formazione di patina sia
fenomeni di inverdimento. La formazione della patina è favorita dall’umidità superficiale ed
è generalmente localizzata all’esterno del budello; rimuovendo il materiale viscoso, con
acqua calda o fredda, il prodotto risulta essenzialmente invariato.

L’inacidimento è invece un’alterazione che si manifesta sotto il budello degli insaccati e
risulta dallo sviluppo di lattobacilli, enterococchi e microrganismi simili, generalmente appor-
tati dal latte in polvere addizionato durante la lavorazione. Tale difetto compare in seguito a
fermentazione microbica del lattosio e di altri zuccheri, con produzione di acidi. Rispetto alla
maggior parte delle altre carni trasformate, gli insaccati contengono generalmente una micro-
flora più varia a causa dei numerosi agenti aromatizzanti impiegati, che contribuiscono alla
flora microbica caratteristica del prodotto. Molti ricercatori hanno osservato che B. thermo-
sphacta è il principale microrganismo alterante degli insaccati.

È improbabile che i cambiamenti causati dai batteri sulla carne fresca si verifichino nelle
carni trasformate, poiché in queste ultime ha luogo un aumento dell’acidità: diversi batteri
Gram-negativi presenti nelle carni fresche, infatti, non sono in grado di moltiplicarsi ai più
bassi valori di a w e di pH delle carni trasformate. Anche nelle carni fresche i fenomeni alte-
rativi che modificano la struttura delle proteine non avvengono finché non si raggiungono
valori di APC dell’ordine di 10 9-1010 54.

Sebbene non comune, l’alterazione di questi prodotti da parte di muffe può verificarsi in
condizioni favorevoli. I prodotti con alti valori di a w, conservati in condizioni di elevata umi-
dità, sono soggetti all’attacco da parte di batteri e lieviti. È probabile che l’alterazione cau-
sata da muffe si verifichi solo quando le superfici dei prodotti divengono asciutte o quando
le condizioni di conservazione non sono favorevoli allo sviluppo di batteri o lieviti.

Sulle carni rosse trasformate e conservate possono verificarsi due tipi di inverdimento, a
seconda che la causa sia H2O2 o H2S. Il primo tipo, che si riscontra comunemente sui würstel
e su altre carni salate confezionate sotto vuoto, si manifesta in genere quando i prodotti man-
tenuti in condizioni di anaerobiosi vengono esposti all’aria. Infatti, in condizioni di aerobio-
si si genera H2O2, che reagisce con il nitrosoemocromo producendo porfirina ossidata di
colore verdastro73. Se i nitriti distruggono la catalasi, durante il riscaldamento può accumu-
larsi H2O2, che reagisce con i pigmenti della carne per formare coleglobina, responsabile
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della colorazione verde. L’inverdimento può essere causato anche dallo sviluppo di micror-
ganismi alteranti nel centro del prodotto, dove il basso potenziale di ossido-riduzione (Eh)
consente l’accumulo di H2O2. Weisella viridescens è il microrganismo più comunemente
coinvolto in questo tipo di inverdimento, ma anche Leuconostoc, Enterococcus faecium e
Enterococcus faecalis sono in grado di causare questa alterazione dei prodotti. L’inverdimen-
to può essere provocato da produttori di H2O2, quali Lactobacillus fructivorans e Lactoba-
cillus jensenii. W. viridescens è resistente a concentrazioni > 200 ppm di NaNO2 e può cre-
scere in presenza del 2-4% di NaCl ma non a concentrazioni del 7% 73. Quest’ultimo micror-
ganismo è stato isolato da würstel alterati in condizioni di anaeorobiosi e da lonza di maiale
affumicata e würstel, conservati in atmosfera di CO2 o di N2

8. Nonostante l’alterazione del
colore, il consumo di prodotti inverditi non sarebbe nocivo.

Il secondo tipo di inverdimento si verifica solitamente sulle carni rosse fresche conserva-
te a 1-5 °C in confezioni impermeabili ai gas o sotto vuoto. Questa alterazione è causata dalla
formazione di H2S, che reagisce con la mioglobina formando sulfomioglobina (tabella 5.2);
in genere non si manifesta quando il pH della carne è inferiore a 6,0. In uno studio Pseudo-
monas mephitica è stato ritenuto responsabile dell’inverdimento 71, mentre in un’altra ricer-
ca, realizzata su carni DFD, il microrganismo responsabile della produzione di H2S è risul-
tato S. putrefaciens 37. In quest’ultimo caso l’alterazione si verificava anche in presenza di
glucosio e poteva essere prevenuta abbassando il pH a valori inferiori a 6,0. Dalla carne
bovina fresca confezionata sotto vuoto sono stati isolati lattobacilli produttori di H2S ed è
stato osservato che il composto veniva prodotto quando il pH era compreso nel range 5,4-
6,5 81; l’inverdimento era modesto e l’H2S derivava dalla cisteina, con un meccanismo di
natura plasmidica. Il microrganismo raggiunge concentrazioni di 3 ×107/cm2 dopo 7 giorni,
per arrivare infine a 108/cm2 a 50 °C. Nessun difetto è stato riscontrato negli affettati pronti
al consumo confezionati sotto vuoto, quando altre specie di lattobacilli raggiungono nel pro-
dotto concentrazioni di 10 8/cm2.

Almeno un ceppo di Lactobacillus sakei si è mostrato in grado di produrre H2S in carni
bovine confezionate sotto vuoto; gli effetti del pH e del glucosio sulla produzione di H2Ssono
riportati nella tabella 5.3 26. L’inverdimento causato da L. sakei era meno intenso di quello pro-
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Tabella 5.3 Influenza di pH e glucosio sulla produzione di solfuro di
idrogeno nelle carni, impiegando una coltura pura di Lactobacillus
sakei L13, in carne bovina a 5 °C, in condizioni di anaerobiosi

Produzione di solfuro di idrogeno*

pH 6,4-6,6 con 250 μg 
Giorni pH 5,6-5,7 pH 6,4-6,6 di glucosio/g di carne

8 – – –
9 – +b –
11 – + –
15 – + –
18 +a + +b

21 + + +

* Ogni trattamento è stato eseguito in triplice:  (–) tutti e tre i tubi negativi; (+) tutti
e tre i tubi positivi.
a Un tubo su tre positivo.
b Due tubi su tre positivi.
(Da Egan et al .26)



vocato da S. putrefaciens e si verificava solo dopo circa 6 settimane a 0 °C. Inoltre, il lattoba-
cillo produceva H2S solo in assenza di ossigeno e di zuccheri disponibili. Utilizzando film con
permeabilità all’ossigeno di 1 mL o di 300 mL O2/m

2/24 h , non è stato osservato alcun feno-
meno di inverdimento, mentre l’alterazione si è verificata quando la velocità di permeazione
dell’ossigeno era compresa tra 25 e 200 mL/m2/24 h 26. Un inverdimento evidente è stato osser-
vato solo nei campioni confezionati con film aventi permeabilità di 100 e 200 mL/m2/24 h e
solo dopo 75 giorni di conservazione. Nella carne con pH compreso tra 6,4 e 6,6 la presenza
di H2S è stata rilevata quando la carica microbica aveva raggiunto valori di 108/g. 

In carne di manzo confezionata sotto vuoto la comparsa di una colorazione giallastra era
causata apparentemente da Enterococcus casseliflavus; tale difetto si manifestava sui prodot-
ti conservati a 4,4 °C con la comparsa di piccole macchie fluorescenti, se osservate alla luce
ultravioletta10. La comparsa del fenomeno richiedeva da 3 a 4 settimane; il microrganismo
responsabile era in grado di sopravvivere a 71,1 °C per 20 minuti, ma non per 30. Oltre che
a 4,4 °C, il difetto è stato riscontrato anche a 10 °C, ma non a 20 °C o a temperature superio-
ri. Sebbene sperimentalmente identificato come E. casseliflavus, il microrganismo responsa-
bile dell’alterazione non reagiva con l’antisiero del gruppo D. L’altra specie enterococcica in
grado di formare pigmenti di colore giallo è E. mundtii; le caratteristiche di entrambe le spe-
cie sono discusse nel capitolo 20. La tabella 5.4 presenta una sintesi delle diverse alterazio-
ni microbiche che si possono riscontrare nelle carni trasformate.

5.3  Bacon e prosciutti stagionati

La natura di questi prodotti e le procedure impiegate per la preparazione di alcuni di essi, per
esempio l’affumicatura e la salagione, fanno sì che essi siano per lo più resistenti all’attacco
della maggior parte dei batteri. L’alterazione più comune cui è soggetto il bacon è l’ammuf-
fimento, che può essere dovuto a specie appartenenti a diversi generi, tra i quali Aspergillus,
Alternaria, Fusarium, Mucor, Rhizopus, Botrytis e Penicillium (tabella 5.1). Per l’elevato
contenuto in grassi e il basso valore di a w, questo prodotto è ideale per questo tipo di altera-
zione. Batteri dei generi Enterococcus, Lactobacillus e Micrococcus crescono bene su alcu-
ni tipi di bacon, come il Wiltshire; E. faecalis è spesso presente su diverse tipologie. Il bacon
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Tabella 5.4 Quadro riassuntivo di alcune alterazioni microbiche delle carni trasformate

Alterazione Prodotti interessati Eziologia Rif. bibl.

Inverdimento Mortadella sotto vuoto C. viridans 48
Inverdimento Carne bovina sotto vuoto L. sakei 26
Inverdimento Carne rossa fresca P. mephitica, S. putrefaciens 41, 71
Inverdimento Carne DFD S. putrefaciens 37
Inverdimento Würstel, mortadella W. viridescens Diversi
e patina
Ingiallimento Carni trasformate pronte E. casseliflavus 101

al consumo sotto vuoto
Macchia nera Carni conservate C. nigrificans 36
Inacidimento Salami, salsicce B. thermosphacta 66
Bombaggio Carni sotto vuoto C. frigidicarnis, C. gasigenes 9, 10
Deterioramento Carni sotto vuoto L. algidus, L. fuchuensis 57, 79
generale



confezionato sotto vuoto tende a essere soggetto a inacidimento dovuto principalmente
all’attività di micrococchi e lattobacilli; il bacon a basso contenuto di sale, confezionato
sotto vuoto e conservato a temperature superiori a 20 °C può andare incontro ad alterazioni
causate da stafilococchi 92.

Le alterazioni dei prosciutti stagionati sono diverse da quelle che si verificano nei pro-
sciutti freschi o affumicati; ciò è dovuto, in primo luogo, al fatto che la salamoia iniettata
all’interno dei prosciutti contiene zuccheri che vengono fermentati sia dalla microflora natu-
ralmente presente sia da quella apportata dalla salamoia stessa, come nel caso dei lattobacil-
li. La fermentazione degli zuccheri causa fenomeni di inacidimento di vario tipo, a seconda
della localizzazione all’interno del prodotto. Sono ritenuti responsabili di inacidimento del
prosciutto numerosi generi batterici, tra i quali Acinetobacter, Bacillus, Pseudomonas, Lac-
tobacillus, Proteus, Micrococcus e Clostridium. Nei prosciutti stagionati possono anche veri-
ficarsi fenomeni di rigonfiamento, causati da specie appartenenti al genere Clostridium.

In uno studio sul bacon affettato e confezionato sotto vuoto, Cavett, Tonge e colleghi92

hanno osservato che, nel bacon ad alta concentrazione salina (8-12% di NaCl) mantenuto a
20 °C per 22 giorni, la microflora era dominata da cocchi catalasi-positivi, mentre a 30 °C
diventavano dominanti gli stafilococchi coagulasi-negativi. Nel bacon a bassa concentrazione
salina (5-7% di NaCl) mantenuto a 20 °C diventavano dominanti i micrococchi e E. faecalis;
a 30 °C diventavano dominanti gli stafilococchi coagulasi-negativi, E. faecalis e i micrococ-
chi. In uno studio sui prosciutti iberici stagionati, oltre il 97% delle specie isolate erano sta-
filococciche, con prevalenza di S. equorum, S. xylosus, S. saprophyticus e S. cohnii 77. Uno
dei ceppi di S. xylosus isolati è stato ibridizzato con una sonda di DNA per enterossine stafi-
lococciche C e D, ma i ricercatori hanno osservato che gli isolati in cui l’ibridizzazione è stata
condotta con esito positivo non sempre producevano enterotossine.

In una ricerca condotta su Wiltshire bacon magro, conservato in condizioni aerobie a 5 °C
per 35 giorni o a 10 °C per 21 giorni, Gardner 35 ha osservato che i nitrati vengono ridotti a
nitriti quando la carica microbica raggiunge valori di circa 109/g. In questa fase, la microflo-
ra prevalente era costituita da micrococchi, vibrio e da lieviti del genere Candida e Torulop-
sis. Prolungando la conservazione, le conte microbiche arrivavano a circa 1010/g e i nitriti
non erano più rilevabili. In questo stadio diventavano più importanti i generi Acinetobacter,
Alcaligenes e Arthrobacter-Corynebacterium spp. I micrococchi erano sempre presenti,
mentre i vibrioni erano rinvenuti in tutti i bacon con concentrazione salina > 4%. In uno stu-
dio sui salami fermentati stagionati italiani le specie stafilococciche isolate con maggiore
frequenza sono state S. xylosus, S. saprophyticus, S. aureus e S. sciuri 34. S. xylosus sembra
essere la specie isolata più frequentemente da diversi salami italiani stagionati. Nei prosciut-
ti stagionati iberici le due specie predominanti durante il processo di stagionatura sono Sta-
phylococcus equorum e S. xylosus, che si pensa contribuiscano al caratteristico aroma.

5.3.1  Sicurezza

I prodotti carnei fermentati hanno una lunga tradizione di sicurezza in tutto il mondo. Ciò
non vuol dire che non siano mai stati veicolo di epidemie di malattie a trasmissione alimen-
tare, ma che quando queste si sono verificate hanno avuto carattere sporadico. Negli anni
Novanta, negli Stati Uniti, i prodotti carnei fermentati sono stati coinvolti in diverse epide-
mie; come conseguenza l’USDA ha prescritto la riduzione di 5 unità logaritmiche del nume-
ro massimo di patogeni, in particolare E. coli O157:H7, tollerato nel processo produttivo di
salumi stagionati e semistagionati. Per valutare l’efficacia dei processi produttivi domestici
e industriali nel raggiungimento di tale obiettivo, sono stati condotti diversi studi.
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Nel 1994, negli Stati della California e di Washington, un’epidemia di E. coli O157:H7
causata da salami stagionati ha provocato la morte di 23 persone 15. In seguito a questo epi-
sodio, sono stati condotti diversi studi per capire quali condizioni del processo produttivo del
salame piccante potessero determinare la riduzione di 5 unità logaritmiche di determinati
patogeni. Utilizzando una miscela costituita da 5 ceppi di E. coli O157:H7 in concentrazio-
ni ≥ 2 × 107/g, è stato osservato che il processo tradizionale – senza trattamento termico –
consente di ridurre la carica microbica di sole 2 unità logaritmiche/g e che, per ottenere una
riduzione di 5-6 unità logaritmiche, era necessario un trattamento termico, successivo alla
fermentazione, capace di portare la temperatura interna a 63 °C istantaneamente oppure a
53 °C per 60 minuti46. In una ricerca più ampia, questi salumi sono stati prima fermentati in
un ambiente a 36 °C, con l’85% di umidità relativa (UR), fino a raggiungere un pH ≤ 4,8 e,
successivamente, essiccati a 13 °C, in presenza del 65% di UR fino a ottenere un rapporto
umidità/proteine ≤ 1,6:129. In queste condizioni la miscela costituita dai 5 ceppi patogeni si
era ridotta di sole 2 unità logaritmiche. Per ottenere una riduzione di 5 unità logaritmiche
nella salame a fette è stato necessario conservare il prodotto all’aria, a temperatura ambien-
te, per almeno 2 settimane. In un altro studio è stato osservato che fermentando salami a
41 °C fino a un pH di 4,6 o 5,0 e portando la temperatura interna a 54 °C per 30 minuti nella
fase di post-fermentazione, la concentrazione di E. coli subisce un calo superiore a 5 unità
logaritmiche12.

In una ricerca simile sulla produzione e sulla conservazione di salami piccanti, in presen-
za di S. Typhimurium DT104, è stato rilevato che questo patogeno viene distrutto più facil-
mente di E. coli O157:H7; di conseguenza, i trattamenti che consentono di ridurre di 5 unità
logaritmiche il numero di E. coli O157:H7 sono più che adeguati anche per S. typhimurium
DT104 52. La sopravvivenza di S. aureus in prosciutti stagionati artigianali è stata valutata
nebulizzando 4 ceppi del microrganismo – in concentrazione di log10 8,57 e log10 8,12 – sulla
superficie di prosciutti freschi, successivamente sottoposti a salatura, affumicatura a freddo
e stagionatura. Dopo 4 mesi di maturazione, la concentrazione di S. aureus è risultata infe-
riore ai livelli rilevabili mediante piastramento, sebbene alcune cellule siano state recupera-
te con tecniche di arricchimento74. Il nitrito di sodio era impiegato in alcune salamoie e il
livello di aw era controllato con il 4,45 o il 3,37% di NaCl. Al termine del periodo di stagio-
natura, il 40% dei prosciutti inoculati e il 50% dei controlli sono risultati positivi per la pre-
senza di enterotossine. 

5.4  Prodotti ittici

5.4.1  Pesce, crostacei e molluschi

In questo capitolo con la definizione “prodotti ittici” si intendono pesci, crostacei e mollu-
schi provenienti da tutte le acque dolci e marine, calde o fredde. Generalmente la microflo-
ra presente nei prodotti ittici freschi rispecchia quella delle acque da cui essi provengono;
inoltre, come per le carni animali, si suppone che anche i tessuti interni dei pesci sani siano
sterili. La flora microbica del pesce si può facilmente ritrovare nello strato mucoso esterno,
nelle branchie e nell’intestino dei pesci di allevamento. I pesci che vivono in acque dolci o
calde presentano una popolazione microbica composta da un maggior numero di batteri
Gram-positivi mesofili rispetto ai pesci che vivono in acque marine fredde, che invece pre-
sentano una microflora costituita soprattutto da batteri Gram-negativi (la flora batterica indi-
gena degli ambienti marini è formata da batteri Gram-negativi).
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I microrganismi che compongono la microflora dei prodotti ittici sono elencati in tabella
5.5; il ruolo che essi svolgono nell’alterazione di questi prodotti è discusso nel paragrafo
sulle più comuni alterazioni che si osservano in pesci, molluschi e crostacei.

5.4.2  Microrganismi

Come già osservato, le caratteristiche igienico-sanitarie delle acque dalle quali questi anima-
li provengono sono strettamente correlate alla qualità microbiologica dei prodotti finiti. Oltre
che dall’acqua, i microrganismi vengono apportati anche dai processi di trasformazione,
come l’eliminazione della pelle, la sgusciatura, l’eviscerazione e l’impanatura.

Studiando 91 campioni di gamberi di diverso tipo, Silverman e colleghi84 hanno riscontra-
to in tutti i campioni precotti, tranne uno, una conta totale < log10 4,00/g. Il 59% dei campio-
ni crudi aveva conte totali inferiori a log10 5,88, mentre nel 31% il valore era inferiore a log10

5,69. In uno studio su 204 campioni di gamberi sgusciati, cotti e congelati, nel 52% dei casi
la conta totale di microrganismi è stata < log10 4,70/g, mentre nel 71% non superava log10

5,30/g 62. La qualità microbiologica di alcuni prodotti ittici è presentata in tabella 5.6.
In uno studio sui filetti di eglefino, si è constatato che la maggior parte della contamina-

zione microbica ha luogo durante le operazioni di filettatura e la successiva manipolazione
che precede il confezionamento 70. Gli autori della ricerca hanno dimostrato che, all’interno
dello stesso stabilimento di trasformazione, nel corso della giornata la conta totale aumenta:
log10 5,61/g al mattino, log10 5,65/g a mezzogiorno, log10 5,94/g la sera. Secondo lo stesso
studio, i risultati ottenuti in altri stabilimenti erano analoghi, purché le operazioni di sanifi-
cazione effettuate durante la notte fossero accurate. Lo stesso andamento crescente, dalla
mattina alla sera, è stato osservato per cappe molli (soft clam, Mya arenaria) sgusciate. Sia
per i filetti di eglefino sia per le cappe molli , le conte medie per le specie clostridiche sono
risultate basse (inferiori a 2/g), con valori leggermente più alti per i bivalvi. Nei filetti di
pesce persico d’allevamento il valore medio delle conte totali era log10 5,54/g, con log10

2,69/g per muffe e lieviti 58.
Nei bivalvi è logico attendersi di trovare microrganismi tipicamente presenti nelle acque

di provenienza. Nel 43% di 60 campioni di questi molluschi provenienti dalla costa della
Florida sono state riscontrate salmonelle, rinvenute anche nelle ostriche in concentrazione
pari a 2,2/100 g di parte edibile 33. Si è osservato che le cappe dure trattengono concentra-
zioni maggiori di S. Typhimurium che di E. coli 33.

La flora iniziale nei filetti di aringa è costituita principalmente da S. putrefaciens e Pseu-
domonas spp.; in particolare, quest’ultimo genere prevale a 2 °C, mentre S. putrefaciens è
predominante tra 2 e 15 °C 69.

In generale, i prodotti ittici surgelati – come gli altri alimenti surgelati – presentano una
carica microbica più bassa rispetto ai corrispondenti prodotti freschi. In uno studio su 597
campioni di specie ittiche fresche e surgelate, prelevati in punti vendita al dettaglio, le medie
geometriche delle conte aerobie su piastra variavano da log10 3,54/g a log10 4,97/g per i 240
campioni surgelati, e da log10 4,89/g a log10 8,43/g per i 357 campioni freschi 32. Per quanto
riguarda i coliformi, le medie geometriche dei valori MPN variavano da 1 a 7,7/g per i pro-
dotti surgelati e da 7,78 fino a 4.800/g per i prodotti freschi. Impiegando il metodo MPN,
solo il 4,7% dei 597 campioni è risultato positivo per E. coli; S. aureus e C. perfringens sono
stati rinvenuti, rispettivamente, nel 7,9 e nel 2% dei campioni. Tutti i campioni sono risulta-
ti negativi alle salmonelle e a Vibrio parahaemolyticus (tabella 5.6). 

Per i prodotti ittici le conte in piastra sono generalmente più alte quando i campioni ven-
gono incubati a 30 anziché a 35 °C; ciò è confermato dai risultati ottenuti per polpa di gran-
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chio, ostriche e altri bivalvi freschi da Wentz e colleghi100. Le media geometriche delle conte
aerobie su piastra erano: log10 5,15/g a 35 °C e log10 5,72 a 30 °C in 896 campioni di polpa
di granchio; log10 5,59/g a 35 °C e log10 5,95 a 30 °C in 1.337 campioni di ostriche sguscia-
te; log10 2,83/g a 35 °C e 4,43 a 30 °C in 358 campioni di cappe molli. Tale osservazione è
stata verificata anche in gamberi crudi non sgusciati e in code di aragosta crude surgelate: le
medie geometriche delle conte aerobie su piastra sono state, rispettivamente, log10 5,48/g a
35 °C e log10 5,90 a 30 °C, per i gamberi, e log10 4,62/g a 35 °C e log10 5,15 a 30 °C, per le
code di aragosta 89.

In uno studio sulla prevalenza delle Aeromonadaceae nel pesce gatto condotto su 228
campioni di filetti di pesce gatto puntato (Ictalurus punctatus), provenienti da tre stabili-
menti di lavorazione nel delta del Mississippi, sono state rinvenute sia A. hydrophila sia A.
sobria nel 36% dei campioni, mentre A. caviae è stato isolato nell’11% dei campioni97. La
maggior parte delle due specie dominanti produceva alfa emolisine nei globuli rossi del san-
gue di pecora. In uno studio della microflora presente sugli impianti utilizzati per la lavora-
zione del pesce gatto in due stabilimenti, la popolazione dominante era costituita dai gene-
ri Aeromonas e Pseudomonas 22.

Nel sud della Francia, nel triennio compreso tra il 1995 e il 1998, è stato condotto men-
silmente uno studio sulla contaminazione virale, relativa a 4 gruppi di virus, su 108 campio-
ni di ostriche e 73 di mitili. I risultati hanno evidenziato concentrazioni virali generalmente
più alte durante i mesi freddi (da novembre a marzo), nonostante le differenze osservate per
i diversi virus 61. I rotavirus non hanno mostrato una distribuzione particolare su base stagio-
nale, tuttavia sono state rilevate concentrazioni differenti da un mese all’altro; in particolare
in luglio la prevalenza è risultata inferiore, anche per gli enterovirus e gli astrovirus. Il picco
massimo per i norovirus si è osservato in novembre, mentre per altri tre gruppi di virus l’api-
ce è stato raggiunto nei mesi di dicembre e gennaio, quando almeno il 70% dei campioni
sono risultati positivi. 

In uno studio condotto negli Stati Uniti (da giugno 1998 a luglio 1999) è stata valutata la
presenza di Vibrio vulnificus e V. parahaemolyticus in 370 lotti di ostriche non sgusciate pre-
levati da 275 esercizi di ristorazione o commerciali e provenienti dalle acque costiere di 29
Stati. Il numero più elevato dei due microrganismi è stato riscontrato nelle ostriche prove-
nienti dalla Gulf Coast, nelle quali la densità è risultata spesso superiore a 10 5 MPN/g, men-
tre nei campioni provenienti dal nord Atlantico, dal Pacifico e dalle coste del Canada il valo-
re di V. vulnificus è risultato nella maggior parte dei casi inferiore al limite rilevabile (0,2
MPN/g) e in nessun caso ha superato 100 MPN/g 21. Nei lotti provenienti da una stessa area
la densità di V. parahaemolyticus era maggiore di quella di V. vulnificus. Il gene dell’emoli-
sina termostabile diretta, associato con la virulenza di V. parahaemolyticus, è stato rilevato
in 9 su 3.429 (0,3%) colture di V. parahaemolyticus e nel 4% dei lotti di ostriche. Tra i 345
campioni di ostriche vendute al dettaglio, provenienti da una ventina di Stati e da due Pro-
vince canadesi, la maggiore densità di V. parahaemolyticus (25×10 5) è stata rilevata nei lotti
prelevati in Florida; il più alto valore per V. vulnificus è stato invece rinvenuto nelle ostriche
provenienti dallo stato del Mississippi (> 8,8× 105 MPN/g ) 21.

In una precedente ricerca del 1997, condotta su ostriche provenienti da 39 località dello
Stato di Washington, 9 campioni contenevano concentrazioni di V. parahaemolyticus < 3/g 23;
nello stesso studio 34 campioni di ostriche provenienti dalla Baia di Galveston nel Texas pre-
sentavano invece per questo microrganismo un valore medio di log10 2,36-2,73 ufc/g. Negli
Stati Uniti il livello di allarme per il contenuto di V. parahaemolyticus nelle ostriche è 10 4

MPN/g27. In uno studio condotto su molluschi prelevati, tra il 1999 e il 2000, nelle acque di
14 località lungo la Gulf Coast e lungo la costa atlantica, il 6% di 671 campioni è risultato
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positivo per V. parahaemolyticus con sonde di DNA e tecniche di coltura tradizionali20. Inol-
tre, il numero dei campioni positivi è stato messo in relazione con la temperatura delle acque
di provenienza, constatando che le concentrazioni più elevate erano associate alle acque più
calde. V. parahaemolyticus è stato infatti riscontrato nelle acque dell’Atlantico settentriona-
le solo durante il periodo estivo, mentre nelle acque del Golfo del Messico è stato rinvenuto
in tutte le stagioni. 21 specie di Erysipelothrix sono state isolate dai frutti di mare in Austra-
lia, sebbene questi microrganismi siano generalmente associati ai maiali30.

Per quanto riguarda la presenza di norovirus nelle ostriche, in una ricerca effettuata in
Svizzera tra novembre 2001 e febbraio 2002, l’11,5% di 87 campioni (prelevati da 435 ostri-
che importate da tre Paesi europei) è risultato positivo (tutte le specie appartenevano al sie-
rogruppo II, vedi capitolo 31), mentre nel 2,3% è stata riscontrata la presenza di enterovirus
(coxsackie e ECHO). In nessun caso è stato trovato il virus dell’epatite A7. In uno studio
condotto in Finlandia, su 147 campioni di uova di tre specie di pesce, Listeria spp. è stata
individuata nel 17% dei campioni; L. monocytogenes è stata rinvenuta nel 4,7% 68 ed era pre-
sente in percentuale maggiore nelle uova di trota. Il valore medio della carica aerobia su pia-
stra è risultato log10 6,6 ufc/g, quello dei coliformi log10 3,2 ufc/g; sulla base di tali risulta-
ti, i campioni analizzati sono stati posti nella classe “accettabile” (moderate) per quanto
riguarda la conta aerobia, e in quella “insoddisfacente” (unacceptable), in relazione al
numero di coliformi presenti.

Uno studio condotto nel nord della Francia, con tecnica PCR-ELISA, ha individuato la
presenza di spore di C. botulinum in 31 di 214 campioni ambientali. La maggior parte dei
campioni positivi conteneva < 10 spore/25 g di pesce. Il 16,6% dei campioni di pesce di mare
e il 4% dei campioni di sedimento sono risultati positivi per le spore di C. botulinum: nel
70% dei casi le spore erano di tipo B, nel 22,5% di tipo A, nel 9,6% di tipo E, mentre non
sono state riscontrate spore di tipo F 28.

In uno studio condotto in Spagna su 106 bacilli non mobili Gram-negativi, isolati da pesce
d’acqua dolce conservato su ghiaccio, 64 sono stati identificati come Psychrobacter spp.,
seguiti da 24 Acinetobacter, 6 Moraxella, 5 Chryseobacterium, 2 Myroides, 1 Flavobacte-
rium e 1 Empedobacter; 3 erano sconosciuti 39. I generi Chryseobacterium, Empedobacter e
Myroides, erano classificati precedentemente nel genere Flavobacterium.

In uno studio condotto nel 2001 negli Stati Uniti, per valutare la presenza di specie del
genere Listeria in crostacei crudi e trasformati, 31 campioni su 337 (9,2%) sono risultati
positivi, ma solo 4 per L. monocytogenes 91. In un’altra indagine statunitense, condotta in due
Stati tra il 2000 e il 2001, L. monocytogenes è stata isolata nel 4,7% di 2.446 campioni di
insalata di mare pronta al consumo e nel 4,3% di 2.644 campioni di prodotti ittici affumica-
ti pronti al consumo.

Negli Stati Uniti, per un periodo complessivo di nove anni (1990-1999), la FDA ha esa-
minato pesci e frutti di mare nazionali e importati per studiare la presenza di salmonelle. Su
11.312 campioni importati e 768 campioni nazionali la percentuale di positività è stata
rispettivamente del 7,2 e dell’1,3% 44; il sierotipo riscontrato con maggior frequenza è stato
S. Weltvreden.

Da una ricerca condotta in Spagna, per valutare la prevalenza di micobatteri non tuber-
colosici in prodotti ittici congelati, il 20% dei 50 campioni esaminati è risultato positivo; le
specie più frequentemente riscontrate sono state M. fortuitum e M. nonchromogenicum 67. La
metà circa degli isolati ha potuto essere identificata ed è stata attribuita a 6 specie. Comu-
que, le informazioni sull’importanza della presenza di questi microrganismi sono insuffi-
cienti; si ritiene, tuttavia, che essi non svolgano un ruolo significativo nell’alterazione dei
prodotti ittici a causa del loro lento sviluppo.
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5.5  Alterazione di pesci, crostacei e molluschi

5.5.1  Pesci

Sia i pesci di acqua salata sia quelli di acqua dolce contengono valori relativamente elevati
di proteine e altri costituenti azotati (tabella 5.7); il contenuto in carboidrati è nullo, mentre
la percentuale di grassi varia da valori bassi a valori piuttosto alti a seconda delle specie. Di
particolare importanza nella carne del pesce è la natura dei composti azotati. La percentuale
relativa di N totale e N proteico è presentata in tabella 5.8, nella quale si può osservare che
non tutti i composti azotati presenti nel pesce sono di natura proteica. Tra i composti azota-
ti non proteici, vi sono amminoacidi liberi, basi azotate volatili (come ammoniaca e trimeti-
lammina), creatina, taurina, betaina, acido urico, anserina, carnosina e istamina.

I microrganismi noti per essere responsabili dell’alterazione del pesce sono indicati in
tabella 5.5. Il pesce fresco tenuto su ghiaccio è alterato invariabilmente da batteri, mentre
quello salato o essiccato è soggetto soprattutto ad alterazioni di natura fungina. La flora bat-
terica del pesce alterato è costituita da bacilli Gram-negativi non sporigeni, quali Pseudomo-
nas e Acinetobacter-Moraxella. Numerosi batteri responsabili di alterazione del pesce sono
in grado di crescere tra 0 e 1 °C; Shaw e Shewan 80 hanno osservato che numerosi Pseudo-
monas spp. causano alterazione a 3 °C, anche se a velocità bassa.

L’alterazione dei pesci marini e di quelli d’acqua dolce sembra avvenire essenzialmente
nello stesso modo; le differenze principali sono legate alle esigenze della microflora marina,
che necessita di un ambiente simile a quello d’origine, e alla composizione chimica dei
diversi pesci, in relazione al contenuto di componenti azotati non proteici. La parte del pesce
maggiormente deperibile è la regione branchiale, comprese le branchie stesse; infatti, i primi
segni di alterazione organolettica possono essere rilevati proprio con l’esame olfattivo delle
branchie. Se i pesci di allevamento non vengono immediatamente eviscerati, in breve tempo
i batteri intestinali attraversano le pareti dell’intestino e penetrano nelle carni della cavità
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Tabella 5.7 Composizione chimica percentuale media di pesci, crostacei e molluschi

Acqua Carboidrati Proteine Grassi Ceneri

Pesci ossei
Pesce azzurro 74,6 0,0 20,5 4,0 1,2
Merluzzo 82,6 0,0 16,5 0,4 1,2
Eglefino 80,7 0,0 18,2 0,1 1,4
Ippoglosso 75,4 0,0 18,6 5,2 1,0
Aringa (Atlantico) 67,2 0,0 18,3 12,5 2,7
Sgombro (Atlantico) 68,1 0,0 18,7 12,0 1,2
Salmone (Pacifico) 63,4 0,0 17,4 16,5 1,0
Pesce spada 75,8 0,0 19,2 4,0 1,3
Crostacei
Granchio 80,0 0,6 16,1 1,6 1,7
Aragosta 79,2 0,5 16,2 1,9 2,2
Molluschi
Molluschi bivalvi (polpa) 80,3 3,4 12,8 1,4 2,1
Ostriche 80,5 5,6 9,8 2,1 2,0
Cappesante 80,3 3,4 14,8 0,1 1,4

(Da Watt e Merrill99)



addominale. Tale processo sarebbe favorito sia dall’azione degli enzimi proteolitici presenti
naturalmente nell’intestino del pesce, sia dagli enzimi di origine batterica provenienti dal
canale intestinale. I batteri responsabili dell’alterazione dei pesci sembrano avere qualche
difficoltà a svilupparsi nello strato mucillaginoso e sul tegumento più esterno dei pesci. La
mucillagine superficiale è costituita da componenti mucopolisaccaridiche, amminoacidi libe-
ri, ossido di trimetilammina, derivati della piperidina e altri composti simili. Come per l’al-
terazione del pollame, anche in questo caso è meglio effettuare le conte in piastra con cam-
pioni prelevati dalla superficie del pesce, rapportando il numero di microrganismi ai centi-
metri quadrati di superficie esaminata.

Sembra che i microrganismi alteranti utilizzino dapprima i composti più semplici, rila-
sciando diverse sostanze volatili dall’odore sgradevole. Secondo Shewan83, la concentrazio-
ne di composti, quali ossido di trimetilammina, creatina, taurina e anserina, unitamente ad
alcuni amminoacidi, diminuisce durante l’alterazione del pesce con la formazione di trime-
tilammina, ammoniaca, istamina, idrogeno solfuro, indolo e altri composti. Rispetto alle
carni dei mammiferi, quelle dei pesci vanno incontro più rapidamente al processo di autoli-
si. Sebbene secondo alcuni ricercatori tale processo, parallelo all’alterazione microbica,
favorisca sia lo sviluppo di microrganismi alterativi sia il processo di deterioramento45, sono
stati effettuati – con molta difficoltà – alcuni tentativi per valutare separatamente i due feno-
meni. In uno studio approfondito condotto su ceppi isolati da pesce per valutarne la capacità di
alterare l’omogeneizzato sterile ottenuto dai muscoli del pesce, Lerke e colleghi64 hanno
osservato che i microrganismi alterativi appartenevano ai generi Pseudomonas e Acinetobacter-
Moraxella, mentre non è risultata alterante nessuna specie dei generi Corynebacterium,
Micrococcus o Flavobacterium. Nella caratterizzazione degli alteranti, sulla base della loro
capacità di metabolizzare alcuni composti, questi ricercatori hanno constatato che la maggior
parte di essi non era capace di degradare la gelatina o di digerire l’albumina dell’uovo. Ciò
suggerisce che i processi di alterazione del pesce avvengano con meccanismo analogo a
quello della carne bovina, cioè generalmente in assenza di completa proteolisi da parte della
microflora alterante.

L’inoculo di colture pure in muscolo di pesci quali merluzzo ed eglefino non ha determi-
nato l’intenerimento del muscolo45. I pesci con elevato contenuto lipidico (come aringhe,
sgombri e salmoni) sono maggiormente soggetti a irrancidimento durante l’alterazione
microbica. Occorre considerare che la pelle dei pesci è ricca di collagene; le squame della
maggior parte dei pesci sono costituite di una scleroproteina appartenente al gruppo delle
cheratine ed è assai probabile che queste parti siano tra le ultime a essere decomposte. 

In uno studio su 159 batteri Gram-negativi, isolati da pesce di acqua dolce alterato con
una conta aerobica totale di circa 10 8 ufc/g, circa il 46% erano Pseudomonadaceae e il 38%
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Tabella 5.8 Distribuzione dell’azoto nelle carni di pesci, crostacei e molluschi

% di N % di N Rapporto tra N proteico
Specie totale proteico e N totale

Merluzzo (Atlantico) 2,83 2,47 0,87
Aringa (Atlantico) 2,90 2,53 0,87
Sardina 3,46 2,97 0,86
Eglefino 2,85 2,48 0,87
Aragosta 2,72 2,04 0,75

(Da Jacquot55, copyright © 1961 Academic Press)



Shewanella spp.85. Poiché le specie del genere Shewanella producono H2S e riducono l’ossi-
do di trimetilammina (TMAO), sono considerate da alcuni autori le principali responsabili
dell’alterazione batterica del pesce.

Studi sulla flora microbica presente sulla pelle di quattro diverse specie di pesci hanno
dimostrato che i microrganismi più comuni sono Pseudomonas-Alteromonas (32-60%) e
Moraxella-Acinetobacter (18-37%)47. Nei filetti di aringa la microflora iniziale era domina-
ta da S. putrefaciens e da Pseudomonadaceae; dopo l’alterazione in condizioni aerobie que-
sti microrganismi rappresentavano il 62-95% della microflora 69. Quando l’alterazione avve-
niva a 4 °C, in atmosfera al 100% di CO2, la microflora dei filetti di aringa era dominata
quasi completamente da lattobacilli 69. Nei filetti di scorfano, conservati a 4 °C per 21 giorni
in atmosfera costituita per l’80% di CO2 e per il 20% di aria, la flora microbica era costitui-
ta per il 71-87% da lattobacilli e da alcune Pseudomonadaceae pigmentanti56. In uno studio
sulle Enterobacteriaceae psicrotrofe isolate da salmone affumicato a freddo, confezionato sia
sotto vuoto sia in presenza di CO2, le specie più frequentemente rinvenute sono state Pantoea
agglomerans e Serratia liquefaciens 40; nei prodotti alterati le Enterobacteriaceae variavano
tra 10 3 e 1,2×107/g, ma il loro ruolo nel processo alterativo non è chiaro. In una ricerca con-
dotta sulle specie di Pseudomonas rinvenute in orate provenienti dal Mediterraneo, conser-
vate sia in aerobiosi sia in atmosfera modificata (MAP), è emerso che Pseudomonas lundensis
e P. fluorescens sono le specie predominanti durante l’alterazione in aerobiosi 93. In alcuni
pesci alterati provenienti da acque marine si rinviene spesso Photobacterium phosphoreum.

È stato dimostrato che quantità consistenti di alcol feniletilico sono prodotte nel pesce da
un microrganismo specifico designato come “Achromobacter” dagli autori di due ricerche17,16.
Questo composto è stato recuperato, unitamente al fenolo, da una frazione a elevato punto di
ebollizione di filetto di eglefino mantenuto a 2 °C. In queste condizioni, nessuna delle dieci
specie conosciute di Acinetobacter e una sola delle nove specie note di Moraxella produce-
vano alcol feniletilico. Etanolo, propanolo e isopropanolo sono prodotti dai microrganismi
che alterano il pesce; su 244 batteri, isolati da salmone reale e trota e testati in estratti di
pesce, 244 (100%) producevano etanolo, 241 (98,8%) isopropanolo e 227 (93%) propanolo 2.

La riduzione di TMAO a trimetilammina (TMA) è stata utilizzata con un certo successo
per rilevare la presenza di fenomeni alterativi nel pesce:

TMAO è normalmente presente nei prodotti ittici, mentre TMA è contenuta in piccole
quantità o è addirittura assente nei pesci appena pescati. La presenza di TMA è generalmente
correlata al metabolismo microbico, sebbene nelle masse muscolari di alcune specie ittiche
siano presenti enzimi che riducono TMAO. Inoltre, una certa quantità di TMAO può essere
ridotto a dimetilammina. Non tutti i batteri possiedono la stessa capacità di ridurre TMAO a
TMA (la riduzione di TMAO è pH dipendente). I metodi impiegati per la determinazione di
TMA prevedono l’estrazione del composto dal pesce con toluene e idrossido di potassio,
seguita dalla reazione con acido picrico oppure dal lavaggio dell’estratto e dall’ulteriore estra-
zione con una soluzione di permanganato alcalino 31,90. La tecnica gascromatografica viene
impiegata per individuare la presenza di TMA nello spazio di testa; il campionamento e le
analisi richiedono meno di 5 minuti e forniscono risultati coerenti con i test sensoriali 60.

N

Trimetilammina

Trimetilammina-N-ossido

H3C

H3C

CH3
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Come metodo rapido per determinare l’alterazione di pesce gatto refrigerato è stato pro-
posto la rilevazione della CO2 con l’impiego di un rivelatore a infrarossi18; con tale tecnica i
risultati possono essere ottenuti in meno di quattro ore e risultano ben correlati con la conta
aerobia su piastra. Anche l’istamina, la diammina e le sostanze volatili totali sono utilizzate
come indicatori dell’alterazione del pesce. L’istamina è prodotta dall’amminoacido istidina,
per azione della istidina decarbossilasi di origine microbica:

L’istamina è associata all’avvelenamento da sgombroidi (discusso nel capitolo 31). La
cadaverina e la putrescina sono le più importanti diammine impiegate come indicatori di
alterazione del pesce, come pure della carne e del pollame.

La tiramina è prodotta da alcuni microrganismi responsabili dell’alterazione del pesce; ne
è stata riportata la produzione da parte di ceppi isolati da pesce sugar-salted confezionato
sotto vuoto e identificati come Carnobacterium piscicola e Weisella viridescens 63. Questo
prodotto, normalmente conservato refrigerato per 2-4 settimane, può contenere log10 7-10
ufc/g di batteri lattici; la produzione di tiramina è risultata ridotta abbassando la temperatu-
ra di stoccaggio da 9 a 4 °C 63.

La tiramina è il prodotto della decarbossilazione dell’amminoacido tirosina:

La frazione volatile totale comprende: basi volatili totali (TVB), acidi volatili totali
(TVA), sostanze volatili totali (TVS) e azoto volatile totale (TVN). TVB include ammonia-
ca, dimetilammina e trimetilammina; TVN include TVB e altri composti azotati ottenuti
dalla distillazione di vapore dei campioni; TVS comprende invece le sostanze che possono
essere evaporate dal prodotto e riducono soluzioni alcaline di permanganato. A causa della
capacità riducente di tali composti, questo metodo viene spesso definito delle sostanze vola-
tili riducenti. TVA include acido acetico, propionico e altri acidi organici simili. TVN è stato
impiegato in Australia e Giappone per i gamberi, nei quali il livello massimo consentito per
prodotti di qualità accettabile è 30 mg di TVN/100g, unitamente a un valore massimo di 5
mg di TMA/100 g. Nei gamberi l’alterazione è evidente quando TVN è maggiore di 30 mg
N/100 g19. In uno studio è stato osservato che valori di circa 45 mg di TVB/100 g di pesce
corrispondono a circa 10.000 ng di lipopolisaccaridi e indicano qualità scadente in un pesce
magro 87. Tra i vantaggi di questi metodi per valutare la freschezza del pesce, vi è il fatto che
non si basano su un singolo metabolita; tra gli svantaggi vi è l’incapacità di individuare l’in-
cipienza dell’alterazione.

5.5.2  Crostacei e molluschi

Crostacei
I crostacei più largamente consumati sono gamberi, aragoste, granchi e astici. A meno che non
sia altrimenti specificato, l’alterazione di ognuno di questi prodotti ittici è fondamentalmente

NH2

COOH

OH

NH2

OH

C C C C

+ CO2

Istidina  Istaminadecarbossilasi⎯ →⎯⎯⎯⎯
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la stessa; le principali differenze nell’alterazione di questi diversi alimenti sono riconducibi-
li, in genere, al modo in cui vengono lavorati e alla loro specifica composizione chimica.

I crostacei differiscono dai pesci in quanto contengono circa lo 0,5% di carboidrati (nei
pesci il contenuto è nullo) (tabella 5.7). Rispetto ai pesci, i gamberi presentano un maggiore
contenuto di amminoacidi liberi; inoltre contengono enzimi simili alle catepsine che degra-
dano rapidamente le proteine.

La microflora batterica dei crostacei appena pescati dovrebbe riflettere quella delle acque
d’origine e i contaminanti provenienti dai ponti delle navi, dagli addetti e dalle acque di
lavaggio. Molti dei microrganismi riportati per il pesce fresco sono presenti anche in questi
prodotti; in particolare, in seguito ad alterazione microbica nella polpa dei crostacei predo-
minano Pseudomonadaceae, Acinetobacter-Moraxella e alcune specie di lieviti. In uno stu-
dio è stato osservato che nei gamberi lasciati alterare a 0 °C per 13 giorni i microrganismi
alteranti dominanti erano specie del genere Pseudomonas; i batteri Gram-positivi, che nel
prodotto fresco sono presenti in percentuale del 38%, costituivano solo il 2% della flora alte-
rante 65. A 5,6 e 11,1 °C l’alterazione è causata soprattutto da Moraxella, mentre a 16,7 e a
22,2 °C prende il sopravvento il genere Proteus (tabella 5.9).

L’alterazione della polpa dei crostacei sembra essere abbastanza simile a quella del pesce
fresco. A causa della struttura anatomica di questi animali, l’alterazione dovrebbe avere ini-
zio dalle loro superfici più esterne. I muscoli dei crostacei presentano un contenuto di azoto
considerevolmente più elevato rispetto ai pesci, con valori superiori a 300 mg/100 g di
polpa 94. La presenza di maggiori quantità di amminoacidi liberi e, in generale, di estrattivi
azotati rende le carni dei crostacei piuttosto suscettibili all’attacco rapido da parte dei
microrganismi alteranti. L’alterazione iniziale della polpa dei crostacei è accompagnata dalla
produzione di grandi quantità di basi azotate volatili, analogamente a quanto avviene nel
pesce. Parte delle basi azotate volatili deriva dalla riduzione del TMAO (assente nella mag-
gior parte dei molluschi). Sia nei crostacei sia nei molluschi, la creatina è scarsa e prevale
l’arginina. L’alterazione microbica dei gamberi è accompagnata da un incremento della capa-
cità di idratazione, analogamente a quanto si verifica per le carni e il pollame82.

Molluschi
I molluschi cui ci si riferisce in questo paragrafo sono ostriche e altri bivalvi, calamari e cap-
pesante. La composizione chimica di questi animali differisce da quella dei pesci teleostei e
dei crostacei per il significativo contenuto di carboidrati e il minore contenuto totale di
azoto. Dato il livello dei carboidrati, rappresentati soprattutto da glicogeno, ci si può atten-
dere che parte dell’alterazione microbica sia di tipo fermentativo. Le carni dei molluschi
contengono alte percentuali di basi azotate, analogamente ai crostacei, nonché alte concen-
trazioni di arginina e acidi aspartico e glutammico, superiori a quelle riscontrate nei pesci.
La differenza più significativa tra crostacei e molluschi è rappresentata dal maggior conte-
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Tabella 5.9 Pricipali batteri presenti in gamberi alterati

Temperatura (°C) Giorni Microrganismi

0,0 13 Pseudomonas
5,6 9 Moraxella

11,1 7 Moraxella
16,7 5 Proteus
22,2 3 Proteus

(Da Matches65)



nuto di carboidrati dei secondi: per esempio, i carboidrati (in gran parte glicogeno) costitui-
scono il 3,4% della polpa di bivalvi e cappesante e il 5,6% della polpa delle ostriche. Il livel-
lo più elevato di carboidrati è responsabile della differenza tra i fenomeni alterativi caratte-
ristici dei molluschi e quelli degli altri prodotti ittici. 

La microflora tipica dei molluschi varia considerevolmente in funzione delle caratteristi-
che dell’ambiente marino da cui provengono e della qualità dell’acqua impiegata durante le
operazioni di lavaggio, nonché da altri fattori. Nelle ostriche alterate sono stati rinvenuti i
seguenti generi batterici: Serratia, Pseudomonas, Proteus, Clostridium, Bacillus, Escherichia,
Enterobacter, Pseudoalteromonas, Shewanella, Lactobacillus, Flavobacterium e Micrococcus.
Nelle fasi iniziali dell’alterazione prevalgono le specie dei generi Pseudomonas e Acineto-
bacter-Moraxella, mentre enterococchi, lattobacilli e lieviti prendono il sopravvento negli
stadi più avanzati. Una specie di Pseudoalteromonas presente nelle acque marine cilene è
risultata il batterio più abbondante nelle ostriche alterate a 18 °C 78.

A causa dei livelli relativamente elevati di glicogeno, l’alterazione dei molluschi è di tipo
essenzialmente fermentativo. Per determinare la qualità microbiologica delle ostriche, diver-
si autori (tra i quali Hunter e Linden51 e Potting75) hanno suggerito l’impiego della seguente
scala di pH:

pH 6,2-5,9 Buono
pH 5,8 Non accettabile
pH 5,7-5,5 Stantio
pH 5,2 o meno Inacidito o putrido

Per verificare l’alterazione nelle ostriche e negli altri molluschi, la misura della riduzione
del pH sembra più attendibile rispetto alla determinazione delle basi azotate volatili. La valu-
tazione della freschezza delle ostriche mediante la misura del contenuto in acidi volatili, spe-
rimentata da Becham6, si è rivelata inaffidabile. Sebbene la misurazione del pH sia conside-
rata da molti ricercatori il metodo obiettivamente più valido per l’esame della qualità delle
ostriche, Abbey e colleghi1 sostengono che la valutazione organolettica e la conta microbica
totale siano indici di qualità microbiologica più utili per questo tipo di prodotto.

I fenomeni alterativi delle ostriche sono comuni agli altri molluschi bivalvi e alle cappe-
sante; nelle carni dei calamari, invece, si osserva un aumento delle basi azotate volatili, così
come avviene in quelle dei crostacei. (L’alterazione di pesci, crostacei e molluschi è discus-
sa approfonditamente nel lavoro di Ashie e colleghi5.)
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Si presume che la flora microbica dei prodotti della terra rispecchi quella del suolo in cui que-
sti sono cresciuti, sebbene esistano delle eccezioni. Gli attinomiceti (forme appartenenti ai
Gram-positivi) sono i batteri più abbondanti nei terreni stabili, tuttavia raramente vengono
rinvenuti sui prodotti vegetali. Per contro, i batteri lattici, pur essendo raramente presenti nel
suolo, rappresentano una parte significativa della popolazione batterica dei vegetali e dei pro-
dotti da essi derivati. La completa esposizione all’ambiente dei prodotti vegetali fornisce
numerose opportunità di contaminazione microbica. I rivestimenti protettivi di frutta e ortag-
gi, come pure i valori di pH, che in alcuni casi sono inferiori a quelli ideali per lo sviluppo dei
microrganismi, costituiscono parametri importanti per la microbiologia di questi prodotti.

Per quanto difficile, in questo capitolo si è tentato di trattare separatamente frutta e ver-
dura. Nella pratica comune, infatti, prodotti come pomodori e cetrioli sono considerati ortag-
gi, sebbene dal punto di vista botanico siano frutti. Gli agrumi sono botanicamente frutti e
tali sono comunemente considerati. In generale, le distinzioni tra frutta e ortaggi sono basa-
te sul pH, senza tener conto delle classificazioni scientifiche.

6.1  Ortaggi freschi e surgelati

È logico attendersi che l’incidenza dei microrganismi nei vegetali rifletta la qualità igienico-
sanitaria delle fasi di trasformazione e le condizioni microbiologiche della materia prima
lavorata. In uno studio sui fagiolini, condotto in due stabilimenti di trasformazione 50, sono
state riscontrate conte totali per grammo variabili da 5,60 log10 a oltre 6,0 log10, prima della
scottatura (blanching), e di 3,00-3,60 log10 dopo il blanching. Al termine delle diverse fasi
di lavorazione e del confezionamento, le conte sono risultate comprese tra 4,72 e 5,94 log10.
Per i fagiolini verdi, uno degli aumenti più rilevanti del numero di microrganismi si è osser-
vato immediatamente dopo il taglio; lo stesso si è verificato per i piselli e il mais. Prima del
blanching, le conte totali dei piselli verdi prodotti in tre diverse aziende agricole erano com-
prese tra 4,94 e 5,95 log10. I valori risultavano ridotti dopo il blanching, ma aumentavano
nuovamente in ciascuna delle successive fasi di lavorazione. Per quanto riguarda le cariossi-
di intere di mais già sottoposte a scottatura, le conte mostravano un nuovo aumento sia dopo
le operazioni di taglio sia al termine del trasferimento del prodotto al lavaggio con nastro tra-
sportatore; infatti, dopo il blanching il valore era circa 3,48 log10 , mentre nel prodotto con-
fezionato è risultato pari a 5,94 log10/g. Dal 40 al 75% della flora batterica di piselli, fagio-
lini e mais era rappresentato da leuconostoc e “streptococchi”, mentre molti dei bastoncini
Gram-positivi, catalasi-positivi, presentavano caratteristiche analoghe ai corinebatteri48,49.
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In tabella 6.1 sono riportati i valori delle conte microbiche per diversi tipi di ortaggi fre-
schi. Si può osservare che, negli ortaggi considerati, sono comuni valori di APC compresi tra
6 e 7 log10 ufc/g e che non sono rare conte di coliformi di 5-6 log10. 

I cocchi lattici sono associati a molti vegetali, sia crudi sia trasformati 29. Nei piselli, nei
fagiolini e nel mais congelati questi cocchi costituiscono dal 41 al 75% della conta aerobia in
piastra46. In campioni di piselli freschi, fagiolini e mais sono state rinvenute specie stafilo-
cocciche coagulasi-positive, dopo il processo di trasformazione48: la conta più elevata è stata
trovata nei piselli (0,86 log10/g), il 64% dei campioni di mais conteneva questi microrgani-
smi. Gli autori dello studio hanno riscontrato un generale accumulo di stafilococchi negli
ortaggi, man mano che questi venivano sottoposti alle successive fasi di lavorazione; la prin-
cipale fonte di contaminazione era rappresentata dalle mani degli addetti. Sebbene possano
essere rinvenuti sui vegetali durante la lavorazione, in genere gli stafilococchi non sono in
grado di moltiplicarsi in presenza dei più comuni batteri lattici. Sia i coliformi (tranne E. coli)
sia gli enterococchi sono stati ritrovati nella maggior parte delle fasi di lavorazione dei vege-
tali, ma non sembrano rappresentare un rischio per la salute pubblica47.

In uno studio sull’incidenza di Clostridium botulinum, condotto su 100 prodotti vegetali
surgelati confezionati in busta sotto vuoto, il microrganismo è risultato assente nei 50 cam-
pioni di fagiolini verdi, mentre sono state isolate spore di tipo A e B in 6 dei 50 campioni di
spinaci esaminati 20.
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Tabella 6.1 Cariche microbiche di alcuni ortaggi freschi osservate in diversi studi

Prodotti Log10 ufc/g Rif. bibl.

Mix di carote e cicoria APC 7,94 57
rossa e verde Coliformi 7,03 57

Coliformi fecali 6,74 57
Batteri lattici 6,18 57

Mix di carote e cicoria APC 6,14 57
rossa e indivia Coliformi 4,68 57

Coliformi fecali 4,51 57
Batteri lattici 5,86 57

Germogli di fagioli APC 7,26; 7,99 23
Coliformi 7,49; 6,99

Broccoli APC 3,97 37
Carote APC 4,20 37
Cavolfiori APC 6,97 37
Sedano APC 10,0 37
Insalata di cavolo, carote, APC 7,00 37
cipolla e maionese
Ravanelli APC 6,04 37
Germogli APC 8,7; coliformi 7,2 55
Lattuga APC 8,6; coliformi 5,6 55
Sedano APC 7,5 55
Cavolfiori APC 7,4; coliformi 2,9 55
Broccoli APC 6,3; coliformi 4,8 55
Lattuga fresca al dettaglioa APC 6,94; coliformi 3,25 30

APC = conta aerobia in piastra.
a Valore medio su 10 campioni, che presentavano anche valori di 1,64 per E. coli e 5,62 per i funghi.



Sugli ortaggi surgelati il numero totale di batteri tende a essere minore rispetto a quello
riscontrato sui corrispondenti prodotti freschi. Ciò è dovuto principalmente al blanching che
precede il congelamento, alla più elevata qualità delle materie prime e alla morte di alcuni
batteri associata al congelamento (vedi capitolo 16). Nella tabella 6.2 si può osservare che i
valori di APC per gli ortaggi verdi surgelati considerati sono intorno a 5,0 log10 ufc/g, deci-
samente inferiori a quelli riportati in tabella 6.1 per i prodotti freschi. La tabella 6.3 riassu-
me i valori di APC in log10 per alcuni prodotti surgelati ottenuti dalla lavorazione delle pata-
te. Poiché l’interno delle patate fresche e non danneggiate è esente da batteri, i valori ripor-
tati riflettono la contaminazione post cottura dei prodotti sottoposti a trattamento termico.
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Tabella 6.2 Qualità microbiologica complessiva degli ortaggi surgelati

N. di Gruppi microbici % campioni
Prodotti campioni /Limiti conformi Rif. bibl.

Cavolfiori 1.556 APC 35 °C ≤105/g 75 5
1.556 Coliformi MPN < 20/g 79 5
1.556 E. coli MPN < 3/g 98 5

Mais 1.542 APC 35 °C ≤105/g 94 5
1.542 Coliformi MPN < 20/g 71 5
1.542 E. coli MPN < 3/g 99 5

Piselli 1.564 APC 35 °C ≤105/g 95 5
1.564 Coliformi MPN < 20/g 78 5
1.564 E. coli MPN < 3/g 99 5

Ortaggi scottati 575 Assenza di coliformi fecali 63 49
(17 specie diverse) 575 n = 5, c = 3, m = 10, M = 103 33 49

575 n = 5, c = 3, m = 10, M = 103 33 49
Fagiolini verdi tagliati, 144 Intervallo APC medio per gruppo: – 47
spinaci in foglie, piselli 4,73-4,93 log10/g
Fagioli americani, 170 Intervallo APC medio per gruppo: – 47
mais, broccoli, 5,30-5,36 log10/g
cavoletti di Bruxelles
Fagiolini verdi, verdure 135 Intervallo APC medio per gruppo: – 47
a pezzi, zucchine 5,48-5,51 log10/g
Spinaci tagliati, 80 Intervallo APC medio per gruppo: – 47
cavolfiori 5,54-5,65 log10/g
Broccoli in pezzi 45 Intervallo APC medio 6,26 log10/g – 47

APC = conta aerobia in piastra; MPN = most probable number.

Tabella 6.3 Valori di APC (log10) per alcuni prodotti
surgelati ottenuti dalla lavorazione delle patate

Prodotti Intervallo APC

Patate in insalata 2,6-5,1
Patate disidratate 2,5-5,5
Patate al forno 4,0-6,4
Patate fritte (bastoncini) 2,0-6,7
Patate fritte (julienne o dadini) 3,2-8,7
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Tabella 6.4 Composizione chimica generale dei costituenti le piante superiori

Carboidrati e composti correlati
1. Polisaccaridi: pentosani (arabani), esosani (cellulosa, amido, xilani, fruttani, mannani, galattani,

levani)
2. Oligosaccaridi: tetrasaccaridi (stachiosio), trisaccaridi (robinosio, mannotriosio, raffinosio),

disaccaridi (maltosio, saccarosio, cellobiosio, melibiosio, trealosio)
3. Monosaccaridi: esosi (mannosio, glucosio, galattosio, fruttosio, sorbosio), pentosi (arabinosio,

xilosio, ribosio, L-ramnosio, L-fucosio)
4. Alcol: glicerolo, ribitolo, mannitolo, sorbitolo, inositolo
5. Acidi: acidi uronici, acido ascorbico
6. Esteri: tannini
7. Acidi organici: citrico, scichimico, D-tartarico, ossalico, lattico, glicolico, malonico, ecc.

Proteine: albumine, globuline, gluteline, prolamine, peptidi e amminoacidi

Lipidi: acidi grassi, acidi grassi esterificati, fosfolipidi, glicolipidi, ecc.

Acidi nucleici e derivati: basi puriniche e pirimidiniche, nucleotidi ecc.

Vitamine: liposolubili (A, D, E); idrosolubili (tiamina, niacina, riboflavina ecc.)

Minerali: Na, K, Ca, Mg, Mn, Fe ecc.

Acqua

Altri: alcaloidi, porfirine, composti aromatici ecc.

Tabella 6.5 Composizione chimica media percentuale di alcuni ortaggi

Acqua Carboidrati Proteine Grassi Ceneri

Angurie 92,1 6,9 0,5 0,2 0,3
Barbabietole 87,6 9,6 1,6 0,1 1,1
Broccoli 89,9 5,5 3,3 0,2 1,1
Cavolfiori 91,7 4,9 2,4 0,2 0,8
Cavolini di Bruxelles 84,9 8,9 4,4 0,5 1,3
Cavoli 92,4 5,3 1,4 0,2 0,8
Cetrioli 96,1 2,7 0,7 0,1 0,4
Cipolle 87,5 10,3 1,4 0,2 0,6
Fagiolini 89,9 7,7 2,4 0,2 0,8
Lattuga 94,8 2,9 1,2 0,2 0,9
Mais 73,9 20,5 3,7 1,2 0,7
Meloni 94,0 4,6 0,2 0,2 0,6
Patate 77,8 19,1 2,0 0,1 1,0
Patate dolci 68,5 27,9 1,8 0,7 1,1
Piselli 74,3 17,7 6,7 0,4 0,9
Pomodori 94,1 4,0 1,0 0,3 0,6
Ravanelli 93,6 4,2 1,2 0,1 1,0
Sedano 93,7 3,7 1,3 0,2 1,1
Spinaci 92,7 3,2 2,3 0,3 1,5
Zucca d’estate 95,0 3,9 0,6 0,1 0,4
Zucca d’inverno 90,5 7,3 1,2 0,2 0,8
Valori medi 88,3 8,6 2,0 0,3 0,8

(Da Watt e Merrill60)



6.1.1  Alterazione

La composizione generale delle piante superiori è presentata in tabella 6.4, mentre quella di
21 comuni ortaggi è riportata in tabella 6.5. I vegetali contengono in media circa l’88% di
acqua, l’8,6% di carboidrati, il 2,0% di proteine, lo 0,3% di grassi e lo 0,8% di ceneri. Il con-
tributo percentuale complessivo di vitamine, acidi nucleici e altri costituenti è solitamente
inferiore all’1%. Per quanto riguarda il contenuto di nutrienti, gli ortaggi sono in grado di
supportare lo sviluppo di muffe, lieviti e batteri; di conseguenza sono soggetti all’alterazio-
ne da parte di alcuni o tutti questi microrganismi. Il maggior contenuto di acqua degli ortag-
gi favorisce la crescita dei batteri alterativi e le percentuali relativamente basse di carboidra-
ti e grassi suggeriscono che quest’acqua sia presente per lo più in forma disponibile. Il pH
della maggior parte di questi prodotti è situato nell’intervallo favorevole allo sviluppo di
numerosi batteri; non sorprende, quindi, che i batteri siano comuni agenti di alterazione dei
vegetali. Il potenziale di ossido-riduzione (O/R) relativamente elevato di questi prodotti e la
loro scarsa stabilità suggeriscono una possibile prevalenza di aerobi e anaerobi facoltativi
rispetto agli anaerobi. È proprio ciò che si verifica: alcuni tra i più diffusi agenti responsabi-
li dell’alterazione dei vegetali sono specie dei generi Erwinia e Pectobacterium, associate a
piante e ortaggi nel loro ambiente naturale di crescita. Il tipo di alterazione che accomuna
questi microrganismi è definito marciume molle batterico.

6.1.2  Agenti batterici

Il genere Erwinia è stato ridimensionato dal trasferimento di 10 specie e 5 sottospecie in due
nuovi generi, riportati in tabella 6.6. Va tuttavia sottolineato che alcuni tassonomisti non
sono completamente d’accordo con la ricollocazione di alcune di queste specie nel genere
Pectobacterium e suggeriscono ulteriori cambiamenti63. Numerose Pseudomonadaceae asso-
ciate ai vegetali sono state trasferite in nuovi generi, tra i quali Acidovorax, Burkholderia e
Hydrogenophaga. Anche nell’ambito del genere Xanthomonas sono stati apportati cambia-
menti, e sembra che tale processo continuerà soprattutto in seguito all’impiego dei metodi di
genetica molecolare in sostituzione dei tradizionali test fenotipici. Il genere Pantoea è stret-
tamente correlato a Erwinia ed è, unitamente ai generi Citrobacter e Klebsiella, più impor-
tante di quanto sembri nelle alterazioni dei vegetali conservati. I generi batterici più spesso
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Tabella 6.6 Ricollocazione di 10 specie e 5 sottospecie, prima appartenenti al genere Erwinia,
nei nuovi generi Pectobacterium e Brenneria18

Pectobacterium Precedente collocazione nel genere Erwinia
P. carotovorum subsp. atrosepticum E. carotovora subsp. atroseptica
P. carotovorum subsp. carotovorum E. carotovora subsp. carotovora
P. carotovorum subsp. betavasculorum E. carotovora subsp. betavasculorum
P. carotovorum subsp. odoriferum E. carotovora subsp. odorifera
P. carotovorum subsp. wasabiae E. carotovora subsp. wasabiae
P. cacticidum E. cacticida
P. chrysanthemi E. chrysanthemi
P. cypripedii E. cypripedii

Brenneria
B. alni, B. nigrifluens, B. paradisiaca, in precedenza tutte appartenenti
B. quercina, B. rubrifaciens, B. salicis al genere Erwinia



associati al deterioramento dei vegetali – sia in campo sia durante l’immagazzinamento –
sono Pseudomonas, Pectobacterium, Erwinia e Xanthomonas; alcune specifiche alterazioni
sono elencate in tabella 6.7.

Il marciume molle colpisce numerose specie di piante; quello delle carote è ben noto. Il
termine “molle” si riferisce alla consistenza assunta dai vegetali o dagli ortaggi, in contrasto
con altre alterazioni nelle quali il prodotto conserva la propria struttura compatta. Pectobac-
terium spp., in particolare P. carotovorum subsp. carotovorum e P. carotovorum subsp. odo-
riferum, sono le specie associate con maggiore frequenza al marciume molle delle carote.
Dopo che il processo di alterazione ha avuto inizio, vengono coinvolti nell’attività alterativa
anche diversi batteri residenti nel terreno; tra questi, oltre a Pseudomonas spp., vi sono
Bacillus, Paenibacillus e Clostridium. In frutti e ortaggi, come pomodori e patate, P. caroto-
vorum subsp. carotovorum provoca marciume molle penetrando attraverso lesioni e ferite

Microbiologia degli alimenti138

Tabella 6.7 Alcuni esempi di alterazioni batteriche in campo e durante l’immagazzinamento
di prodotti ortofrutticoli

Microrganismo Tipo di alterazione/Prodotti

Acidovorax valerianellae Macchie nere del fogliame della lattuga

Clavibacter michiganensis Avvizzimento vascolare, cancro e maculatura
subsp. michiganensis di foglie e frutti del pomodoro e di altri prodotti

C. michiganensis subsp. nebraskensis Maculatura fogliare, ruggine delle foglie
e avvizzimento del frumento

C. michiganensis subsp. sepedonicus Marciume del tubero o delle patate bianche

Curtobacterium flaccumfaciens Avvizzimento batterico del fagiolo
(prima Corynebacterium flaccumfaciens)

Erwinia amylovora Colpo di fuoco in meli e peri

Janthinobacterium agaricidamnosum Marciume molle dei funghi

Pseudomonas agarici, P. tolaasii Umidificazione delle lamelle dei funghi

Pseudomonas corrugata Necrosi centrale del pomodoro

Pseudomonas cichorii - gruppo Maculatura zonale di cavolo e lattuga

Pseudomonas marginalis - gruppo Marciume molle degli ortaggi,
viscosità sul bordo della lattuga

Pseudomonas morsprunorum - gruppo Maculatura ad alone del fagiolo
(prima P. phaseolicola)

Pseudomonas syringae pv. syringae Cancro batterico delle drupacee

P. syringae pv. glycinea (prima P. glycinea) Malattia dei semi di soia

P. syringae pv. lachrymans (prima P. lachrymans) Maculatura fogliare del cetriolo

P. syringae pv. pisi (prima P. pisi) Ruggine batterica delle pere

P. tomato - gruppo Macchiettatura batterica dei pomodori

Ralstonia spp. Avvizzimento dei pomodori

Rathayibacter spp. Gommosi vegetali

Streptomyces spp. Scabbia della patata

Xanthomonas axonopodis pv. citri Cancro degli agrumi

X. campestris pv. campestris Marciume nero di cavoli e cavolfiori

X. oryzae pv. oryzae Ruggine batterica del riso

X. oryzae pv. oryzicola Striatura batterica fogliare del riso

Xylella fastidiosa Morbo di Pierce



presenti sulla superficie. Le radici di alcuni ortaggi, come le carote, sono protette dall’inva-
sione microbica poiché possiedono perossido e superossido di idrogeno; per superare questo
meccanismo di difesa, alcuni microrganismi producono catalasi e superossido dismutasi. Tali
enzimi sono prodotti dal gruppo di Pseudomonas syringae e da Erwinia spp.

La sostanza cementante del corpo vegetale induce la formazione delle pectinasi, che idro-
lizzando la pectina provocano il tipico rammollimento del prodotto. È stato dimostrato che
nelle patate la macerazione dei tessuti è causata da una endopoligalatturonato trans-elimina-
si prodotta da Pectobacterium 28. P. chrysanthemi produce due pectine metilesterasi, almeno
sette pectato liasi, una poligalatturonasi e una pectina liasi19. Dopo che la pectina è stata
distrutta, la microflora produce e utilizza oligogalatturonidasi. A causa del precoce e relati-
vamente rapido sviluppo dei batteri, le muffe che tendono a colonizzare la superficie del pro-
dotto hanno una responsabilità minore nell’alterazione degli ortaggi suscettibili all’attacco
batterico.

Una volta che la barriera esterna del vegetale è stata distrutta dai microrganismi produt-
tori di pectinasi, anche le specie microbiche sprovviste di tali enzimi penetrano nei tessuti
vegetali e contribuiscono ad attuare la fermentazione dei carboidrati semplici in essi presen-
ti. Le quantità di composti azotati semplici, di vitamine (in particolare del complesso B) e di
sali minerali sono adeguate per sostenere la crescita dei microrganismi invasori fino a quan-
do l’ortaggio non risulta del tutto consumato o distrutto. La comparsa di odori sgradevoli è
il risultato diretto della produzione di composti volatili (quali NH3, acidi volatili e simili) da
parte dei microrganismi presenti. Quando si sviluppano in mezzi acidi, i microrganismi ten-
dono a decarbossilare gli amminoacidi rilasciando ammine, che causano un incremento del
pH verso valori prossimi alla neutralità e anche superiori. I carboidrati complessi, come la
cellulosa, sono in genere gli ultimi a essere degradati, solitamente da varie specie di muffe e
di altri microrganismi originari del suolo, poiché la degradazione della cellulosa da parte di
Erwinia spp. è incerta. Probabilmente i costituenti aromatici e le porfirine vengono degrada-
ti solo nelle fasi finali del processo alterativo, e ancora una volta sono responsabili i micror-
ganismi presenti nel terreno. Il genere Brenneria provoca alcune malattie delle piante, come
cancro della corteccia, necrosi del noce, essudato di linfa dalle ghiande eccetera18.

I geni di P. carotovorum subsp. carotovorum responsabili della macerazione del tubero
della patata sono stati clonati. I plasmidi contenenti il DNA clonato hanno mediato la produ-
zione di endopectato liasi, esopectato liasi, endopoligalatturonasi e cellulasi39. I ceppi di
Escherichia coli contenenti i plasmidi clonati hanno dimostrato che l’endopectato liasi, uni-
tamente all’endopoligatturonasi o all’esopectato liasi, causa la macerazione delle patate affet-
tate. Questi enzimi, insieme alla fosfatidato-fosfoidrolasi e alla fosfolipasi A, sono implicati
nel marciume molle provocato dal microrganismo. Le carote infettate con Agrobacterium
tumefaciens vanno incontro molto rapidamente a senescenza a causa dell’aumentata sintesi di
etilene. Nelle piante normali, non infettate, la sintesi di etilene è regolata dalle auxine, ma A.
tumefaciens incrementa la sintesi di acido indolacetico che, a sua volta, determina livelli più
elevati di etilene.

Alla fine degli anni Novanta, Xanthomonas axonopodis patovar (pv.) citri, responsabile
del cancro degli agrumi, ha arrecato danni enormi alla produzione di agrumi della Florida.
Questa malattia si manifesta con la formazione di croste e lesioni di aspetto simile al sughe-
ro sulla superficie di arance, lime, pompelmi e altri agrumi. Il microrganismo penetra nella
pianta da frutto attraverso gli stomi delle foglie; una volta all’interno, utilizza un sistema di
secrezione di tipo III (vedi capitolo 22) per indurre l’aumento della divisione cellulare, che
conduce all’insorgenza del cancro degli agrumi. I frutti infettati producono maggiori quanti-
tà di etilene, che determina senescenza, maturazione precoce e caduta prematura dei frutti
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dagli alberi; le piante non vengono distrutte dall’infezione. Il batterio si diffonde da un albe-
ro all’altro trasportato da vento, pioggia, insetti e altri veicoli. 

Il genere Xanthomonas è attualmente oggetto di riclassificazione, perciò alcune delle spe-
cie e dei patotipi (o patovar) elencati in tabella 6.6 saranno probabilmente ricollocati. La
maggior parte forma colonie gialle mucoidi e lisce e produce xantomonadine di colore gial-
lo. L’aspetto mucoide delle colonie è dovuto alla presenza di xantani, che sono caratteristici
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Figura 6.1 Malattie batteriche del pomodoro. A, B, C, D: maculature batteriche; E: cancro batterico;
F: macchiettatura batterica. (Da Agricolture Handbook 28, USDA, 1968, Fungus and Bacterial Diseases
of Fresh Tomatoes)
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di questo genere 56. Il cancro batterico dei frutti con nocciolo è provocato da P. syringae pv.
syringae, un patovar considerato responsabile di malattia in oltre 180 specie di piante 25.

Alcuni dei più importanti batteri che causano alterazione dei vegetali, sia in campo sia
durante l’immagazzinamento, sono presentati in tabella 6.7; occorre tuttavia considerare che
per alcuni dei generi e delle specie elencati sono in corso cambiamenti tassonomici. I cori-
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Figura 6.2 Malattie del fagiolo lima. A, B: ruggine del baccello; C: maculatura dei semi; D: macchie
provocate da lieviti. Malattie del pisello. E: maculatura del baccello; F: antracnosi; G: scabbia. (Da
Agriculture Handbook 303, USDA, 1996)
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nebatteri delle piante sono rappresentati da diversi microrganismi, molti dei quali non appar-
tengono a questo genere in quanto ricollocati in altri. Anche le Pseudomonadaceae e le Xan-
thomonadaceae patogene dei vegetali e responsabili di alterazioni in campo presentano carat-
teristiche diverse.

Le figure 6.1 e 6.2 mostrano alcuni vegetali colpiti da alterazioni batteriche e fungine. 

6.1.3  Agenti fungini

Un quadro sinottico di alcune comuni alterazioni fungine dei prodotti ortofrutticoli è presen-
tato in tabella 6.8. Alcune di queste alterazioni si manifestano prima del raccolto, altre suc-
cessivamente. Tra le prime vi sono, per esempio, il marciume grigio che colpisce diverse spe-
cie di frutti (causato dall’invasione del fiore da parte di Botrytis), l’antracnosi delle banane
(causata dall’attacco dell’epidermide da parte di Colletotrichum) e il marciume lenticellare
(scatenato dall’attacco delle lenticelle delle mele da parte di Gloeosporium)13. La maggior
parte delle alterazioni dei frutti e degli ortaggi destinati alla vendita si verifica dopo la rac-
colta; sebbene i funghi invadano più spesso i prodotti ammaccati e danneggiati, alcuni di essi
riescono a penetrare in corrispondenza di aree specifiche. Per esempio, Thielaviopsis invade
il gambo del frutto dell’ananas causando il tipico marciume nero, mentre Colletotrichum
invade la parte che congiunge la banana al casco, provocando il marciume del colletto13. Il
marciume nero delle patate dolci è causato da Ceratocystis; il marciume del colletto delle
cipolle da Botrytis allii; la peronospora della lattuga da Bremia spp.9. Alcune delle alterazio-
ni elencate in tabella 6.8 sono discusse di seguito.
Muffa grigia L’agente responsabile di questa alterazione è Botrytis cinerea, che produce
un micelio grigio. L’alterazione è favorita da umidità elevata e temperature miti. Tra gli
ortaggi colpiti vi sono asparagi, cipolle, aglio, fagioli (fagiolini verdi, lima e a maturazione
cerosa), carote, pastinache, sedano, pomodori, indivie, carciofi, lattuga, rabarbaro, cavolo,
cavoletti di Bruxelles, cavolfiori, broccoli, ravanelli, rape, cetrioli, zucche, zucchine, pepe-
roni e patate dolci. In questa patologia il fungo responsabile si sviluppa sulle parti danneg-
giate dando luogo a uno strato di muffa grigia prominente; esso può anche penetrare nei frut-
ti e negli ortaggi attraverso la cuticola intatta o tagli e fessurazioni.
Marciume acido (marciume da oospora, marciume molle acquoso) Questa alterazione è
provocata da Geotrichum candidum e da altri microrganismi. Tra gli ortaggi che possono esse-
re colpiti vi sono asparagi, cipolle, aglio, fagioli (fagiolini verdi, lima e a maturazione cero-
sa), carote, pastinache, prezzemolo, indivie, carciofi, lattuga, cavolo, cavoletti di Bruxelles,
cavolfiori, broccoli, ravanelli, rape e pomodori. Il fungo responsabile è ampiamente distri-
buito nel terreno e sui frutti e sulle verdure deteriorate. Drosophila melanogaster (mosceri-
no della frutta) trasporta sul suo corpo spore e frammenti di micelio raccolti da frutta e ortag-
gi alterati depositandoli su fessurazioni e lesioni iniziali di prodotti sani. Poiché il fungo non
è in grado di penetrare attraverso la cuticola integra, le infezioni si diffondono generalmen-
te a partire da una lesione27.
Marciume molle da Rhizopus Questa patologia è causata da Rhizopus stolonifer e da altre
specie che rendono il vegetale molle e pastoso. Lo sviluppo cotonoso della muffa, caratteriz-
zato dai piccoli puntini neri degli sporangi, spesso ricopre gli ortaggi; tra i prodotti colpiti, vi
sono fagioli (fagiolini verdi, lima e a maturazione cerosa), carote, patate, patate dolci, cavoli,
cavoletti di Bruxelles, cavolfiori, broccoli, ravanelli, rape, cetrioli, meloni, zucca, zucchine,
angurie e pomodori. Questo fungo è veicolato da D. melanogaster, che depone le uova nelle
lesioni iniziali di svariati frutti e verdure; è disseminato anche da altri mezzi, ma penetra sem-
pre in corrispondenza di una ferita o di altri tipi di lesioni della cuticola. 
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Tabella 6.8 Alcuni esempi di alterazioni fungine di vegetali e relativi agenti eziologici

Tipo di alterazione Agente eziologico Prodotti più colpiti

Alternariosi Alternaria tenuis Agrumi

Antracnosi Colletotrichum coccodes Pomodori
Colletotrichum lagenarium Cucurbitaceae
Colletotrichum lindemuthianum Fagioli

Brusone del riso Magnaporthe grisea Riso

Carbone del mais Ustilago maydis Mais

Cladosporiosi Cladosporium herbarum Ciliegie, pesche

Mal dello sclerozio Sclerotinia sclerotiorum Carote

Mal d’inchiostro Phytophthora cinnamomi Castagni

Marciume acido Geotrichum candidum Pomodori, agrumi

Marciume dell’asse carpellare Phomopsis citri, Diplodia natalensis, Agrumi
Alternaria citri

Marciume dello stipite, Ceratocystis paradoxa Palma da dattero,
marciume nero (= Thielaviopsis paradoxa) ananas

Marciume lenticellare Cryptosporiopsis malicorticis Mele, pere
(= Gloeosporium perennans),

Phlyctaena vagabunda
(= Gloeosporium album)

Marciume molle Rhizopus stolonifer Patate dolci, pomodori

Marciume radicale Phytophthora sojae Soia

Marciume rosa Trichothecium roseum Frutta e ortaggi

Marciume secco Fusarium spp. Patate

Marciumi bruni Monilinia fructicola Pesche, ciliegie
(= Sclerotinia fructicola)

Phytophthora spp. Agrumi

Marciumi del colletto Phytophthora cactorum Drupacee e altri
vegetali

Colletotrichum musae Banane

Marciumi neri Aspergillus niger, Alternaria Cipolle, Cavoli
Ceratocystis fimbriata Patate dolci
Aspergillus niger Pesche, albicocche

Morte improvvisa della quercia Phytophthora ramorum Querce

Muffa azzurra Penicillium italicum Agrumi

Muffa grigia Botrytis cinerea Uva e altri frutti

Muffa verde Penicillium digitatum Agrumi

Peronospora della patata Phytophthora infestans Patata

Peronospora della vite Plasmopara viticola, Uva
Phytophthora spp., Bremia spp.

Rizottoniosi Rhizoctonia spp. Ortaggi

Scabbia Fusarium graminearum Frumento, orzo

Verticilliosi Verticillium theobromae Banane
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Figura 6.3 Alcune malattie della cipolla. A: marciume nero; B: marciume bianco fungino; C: attacco
di Diplodia. (Da Agriculture Handbook 303, USDA, 1966)
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Marciumi da Phytophthora Queste patologie, causate da Phytophthora spp., si manife-
stano ampiamente sotto forma di ruggine in campo e di marciume nei frutti commercializza-
ti. Sembrano essere più variabili rispetto alle altre “malattie” tipiche dei prodotti sul merca-
to e si presentano con modalità diverse a seconda della specie colpita. Asparagi, cipolle,
aglio, meloni, angurie, pomodori, melanzane e peperoni sono tra gli ortaggi più soggetti a
questo tipo di alterazioni. 
Antracnosi Questa patologia delle piante – caratterizzata da maculatura di foglie, frutti o
baccelli – è causata da Colletotrichum coccodes e da altre specie. Questi funghi sono consi-
derati debolmente patogeni per le piante; sopravvivono da una stagione all’altra sui residui
vegetali presenti nel suolo e nei semi di diverse piante (per esempio di pomodoro). La loro
diffusione è favorita dal clima caldo-umido. Tra i vegetali colpiti vi sono fagioli, cetrioli,
angurie, zucche, zucchine, pomodori e peperoni.
Muffe azzurre e verdi Sono patologie post-raccolta tipiche dei frutti (soprattutto agrumi)
causate da varie specie di Penicillium (mentre le muffe grigie sono provocate da Botrytis
cinerea). Per controllare lo sviluppo di questi funghi sui frutti, è stato tentato l’impiego di
Candida sake e Pantoea agglomerans quali agenti di biocontrollo32. Impiegando questi
microrganismi in rapporto 50 : 50, in concentrazioni, rispettivamente, di 2 ×107 e 8× 107

ufc/mL e conservando a temperatura ambiente, la muffa azzurra non si è manifestata e le
lesioni da muffa grigia sono state ridotte di oltre il 95%.

La figura 6.3 mostra diverse alterazioni delle cipolle.

6.2  Alterazione dei frutti

La composizione generale di 18 frutti comuni è presentata in tabella 6.9, dalla quale risulta
che il contenuto medio di acqua è circa l’85% e quello dei carboidrati circa il 13%. La frut-
ta si differenzia dagli ortaggi per il contenuto minore di acqua e maggiore di zuccheri. Le
percentuali medie di proteine, grassi e ceneri della frutta sono rispettivamente 0,9, 0,5 e 0,5%
circa, poco più basse di quelle degli ortaggi, tranne che per le ceneri. Come gli ortaggi, anche
i frutti contengono vitamine e altri composti organici. Sulla base del contenuto in nutrienti,
questi prodotti sembrano in grado di supportare lo sviluppo di batteri, lieviti e muffe; tutta-
via il loro pH è inferiore ai valori che generalmente favoriscono la proliferazione batterica e
ciò è sufficiente per spiegare perché i batteri sono generalmente assenti nelle fasi iniziali del
deterioramento della frutta. Poiché crescono in un intervallo di pH più ampio, i lieviti e le
muffe sono gli agenti alterativi più adatti per la frutta.

Con l’eccezione di Erwinia, che può provocare marciume delle pere, i batteri hanno scar-
sa rilevanza nell’avvio dei fenomeni alterativi. Non è chiaro perché le pere, che presentano
un intervallo di pH compreso tra 3,8 e 4,6, siano soggette all’alterazione di natura batterica,
sebbene si possa supporre che l’attacco iniziale da parte di Erwinia e Pectobacterium spp.
avvenga soprattutto sulla superficie di questi frutti, dove il pH è presumibilmente più eleva-
to rispetto all’interno. 

Numerosi generi di lievito possono essere rinvenuti sui frutti ed essi sono spesso causa
dell’alterazione di questi prodotti, specialmente in campo. Molti lieviti sono in grado di
attaccare e fermentare gli zuccheri presenti nella frutta, con produzione di alcol e anidride
carbonica. A causa del loro sviluppo generalmente più rapido, solitamente i lieviti precedo-
no le muffe nel processo alterativo dei frutti in determinate circostanze. Sembra che alcune
muffe siano dipendenti dall’azione iniziale dei lieviti nei processi di alterazione di ortaggi e
frutta, sebbene tale meccanismo non sia ancora ben chiaro. Rispetto ai lieviti, le muffe sono
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maggiormente responsabili della degradazione dei costituenti ad alto peso molecolare della
frutta; molte specie sono in grado di utilizzare alcol come fonte di energia e quando questo
e altri composti semplici sono esauriti attaccano le rimanenti parti del frutto, come i polisac-
caridi strutturali e le bucce. Il colpo di fuoco batterico dei meli e dei peri è provocato da
Erwinia amilovora. Tra i metodi studiati per controllare questa patologia dei vegetali, vi è
l’impiego di agenti biologici quali Pantoea agglomerans e P. dispersa, che prevengono l’in-
vasione da parte dei microrganismi patogeni senza danneggiare le piantagioni. Studi in vitro
hanno dimostrato che l’azione inibitrice di P. agglomerans è determinata da un complesso
antibiotico costituito da pantocina A e pantocina B 61. Questi inibitori sembrano essere attivi
anche nei confronti di altri batteri Gram-negativi.

6.3  Prodotti freschi pronti al consumo 

Nello scorso decennio, la produzione di prodotti di quarta gamma, cioè di insalate di frutta e
di verdura pretagliate e confezionate (minimamente processate), ha determinato un’esplosio-
ne nelle vendite e nel consumo di questi prodotti, e questa tendenza non sembra mostrare
segni di cedimento. Le insalate di ortaggi, per esempio di lattuga e carote, come pure quelle
di frutta, per esempio di melone e anguria, vengono prodotte tagliando, affettando e confezio-
nando gli alimenti in appositi contenitori trasparenti; questi vengono poi conservati a tempe-
rature di refrigerazione e possono essere consumati subito dopo l’acquisto. Se il confeziona-
mento viene effettuato con film altamente permeabili all’ossigeno, le problematiche maggio-
ri riguardano la qualità del prodotto e l’imbrunimento enzimatico (per gli alimenti di colore
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Tabella 6.9 Composizione percentuale media di alcuni dei frutti più comuni

Frutto Acqua Carboidrati Proteine Grassi Ceneri

Albicocche 85,4 12,9 1,0 0,6 0,1
Ananas 85,3 13,7 0,4 0,4 0,2
Arance 87,2 11,2 0,9 0,5 0,2
Banane 74,8 23,0 1,2 0,8 0,2
Ciliegie e amarene 83,0 14,8 1,1 0,6 0,5
Fichi 78,0 19,6 1.4 0.6 0.4
Fragole 89,9 8,3 0,8 0,5 0,5
Lamponi 80,6 15,7 1,5 0,6 1,6
Lime 86,0 12,3 0,8 0,8 0,1
Limoni 89,3 8,7 0,9 0,5 0,6
Mele 84,1 14,9 0,3 0,3 0,4
More 84,8 12,5 1,2 0,5 1,0
Pere 82,7 15,8 0,7 0,4 0,4
Pesche 86,9 12,0 0,5 0,5 0,1
Prugne 85,7 12,9 0,7 0,5 0,2
Rabarbaro 94,9 3,8 0,5 0,7 0,1
Uva 88,8 10,1 0,5 0,4 0,2
Uva americana 81,9 14,9 1,4 0,4 1,4
Media 84,9 13,2 0,88 0,53 0,46

(Da Watt e Merrill60)



chiaro). Tuttavia quando si impiegano imballaggi con bassa permeabilità all’O2 e i tempi di
conservazione sono lunghi, possono svilupparsi microrganismi patogeni come C. botulinum e
L. monocytogenes. Per tale ragione sono stati condotti numerosi studi sulla sicurezza dei pro-
cessi produttivi degli alimenti pronti al consumo; alcuni di questi sono presentati e riassunti
di seguito. Il capitolo 14 tratta in maggiore dettaglio il confezionamento in atmosfera modifi-
cata o sotto vuoto, spesso utilizzati per questa tipologia di prodotti. (Per ulteriori approfondi-
menti si consiglia il riferimento bibliografico 14.) 

6.3.1  Carica microbica

In generale, i prodotti RTE (ready-to-eat, cioè pronti al consumo) non vanno considerati
privi di microrganismi. In alcuni Paesi, come gli Stati Uniti, prima di essere tagliati e confe-
zionati, i vegetali vengono lavati con acqua contenente da 50 a 200 ppm di cloro; in altri
Paesi in sostituzione del cloro come disinfettante nelle acque di lavaggio degli ortaggi di
quarta gamma viene attualmente impiegata acqua ossigenata). Mentre il lavaggio determina
una riduzione del numero di microrganismi, le operazioni di taglio possono causare la ricon-
taminazione del prodotto; inoltre, i vegetali tagliati presentano percentuali più elevate di
umidità e di nutrienti semplici e una maggiore superficie esposta. Complessivamente queste
caratteristiche rendono i prodotti RTE più suscettibili all’attacco microbico, rispetto alle
materie prime non lavorate.

La tabella 6.10 riporta le conte aerobie su piastra di otto vegetali RTE, provenienti dal-
l’Ontario (Canada), registrate al giorno 0 e al giorno 4, dopo conservazione a 4 °C 33. Come
si può osservare, al giorno 0 il numero di microrganismi variava da 4,82 log10/g fino a quasi
6,0 log10/g, mentre dopo 4 giorni di conservazione variava da 5,45 log10/g a valori >7,0
log10/g. In uno studio precedente, condotto su 12 prodotti RTE, i valori di APC al momento
della raccolta erano intorno a 105-108/g; il giorno successivo alla data limite di vendita, dopo
conservazione a 7 °C, i valori di APC erano compresi tra 7,7 e 9,0 log10/g e tutti i prodotti
erano ancora accettabili dal punto di vista organolettico10. Nel primo studio33, il conteggio
per i coliformi variava da 5,1 a 7,2 log10/g, ma non erano stati isolati ceppi di E. coli tipo 1;
la maggior parte dei microrganismi predominanti era costituita da Pseudomonas e Pantoea.
In una ricerca4, condotta per valutare i tipi di microrganismi presenti nei prodotti RTE, negli
spinaci conservati per 12 giorni a 10 °C, i mesofili variavano tra 107 e 1010/g, gli psicrotrofi
e le Pseudomonadaceae tra 106 e 1010/g e i batteri enterici tra 104 e 107/g. Nel capitolo 20
sono presentati i risultati delle conte aerobie su piastra di alcuni campioni di lattuga e finoc-
chio analizzati in Italia negli anni Settanta.

6.3.2  Germogli di semi

Questi prodotti derivano dalla germinazione di alcuni semi di vegetali, per esempio alfalfa
(erba medica), ravanello, trifoglio e soia verde. Negli Stati Uniti la loro popolarità è aumen-
tata significativamente negli ultimi vent’anni e l’attuale interesse per le loro caratteristiche
microbiologiche è dovuto al fatto che questi prodotti sono spesso coinvolti in epidemie di
malattie a trasmissione alimentare.

Per produrre germogli in ambito domestico o su piccola scala si pongono in un barattolo
25-30 g di semi da germinazione e si aggiungono circa 400-500 mL di acqua di rubinetto (ma
sarebbe meglio impiegare acqua sterile o preventivamente bollita). Per consentire ai semi di
imbibirsi in modo ottimale, occorrono almeno 3 ore; dopo tale periodo i semi vengono sco-
lati e quindi incubati a circa 25°C, in ambiente buio. I semi rigonfi e in germinazione ven-
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gono risciacquati quotidianamente, fino a quando non sono pronti per la raccolta o il recupe-
ro. Su scala commerciale vengono utilizzati grandi tamburi rotanti, in grado di contenere 10
kg o più di semi, che vengono movimentati a intervalli di tempo determinati, con l’aggiunta
periodica di acqua. I germogli possono essere raccolti dopo 3-7 giorni.

Poiché i semi in germinazione sono ricchi di nutrienti semplici (per consentire lo svilup-
po delle piantine fin quando non sono in grado di sintetizzare il nutrimento attraverso la foto-
sintesi), non stupisce che possano contenere un elevato numero di microrganismi, in partico-
lare batteri. In uno studio la carica batterica dei germogli è risultata pari a circa 2-3 unità
logaritmiche al giorno uno e 108 ufc/g il giorno successivo15. In uno studio più recente, sulla
APC della soia verde, il valore medio iniziale di 106/g aumentava fino a 108 dopo 2 giorni di
germinazione 45; in un’altra ricerca l’APC della soia passava da un valore iniziale di 104 ufc/g
a 7,7×108 dopo due giorni di germinazione1. Valori di 7-9 log10 ufc/g non sono rari e alcuni
ricercatori hanno rilevato anche concentrazioni di 1011 ufc/g 26.

Tra i generi batterici rinvenuti nei germogli di alfalfa, nella maggior parte dei casi sono
risultati predominanti Pseudomonas spp., seguiti da Pantoea e Acinetobacter spp. e dai gene-
ri Escherichia, Erwinia, Enterobacter e Stenotrophomonas, con una specie ciascuno26. È stato
osservato che il numero di batteri presenti nell’acqua proveniente dall’irrigazione rispecchia
quello presente nei germogli15. In un altro studio la microflora dei germogli è risultata costi-
tuita per il 69% da batteri Gram-negativi e per il 17% da bastoncini Gram-positivi45. Un certo
numero di muffe è stato riscontrato sulla soia verde: il 98% di 750 semi non disinfettati e solo
l’1,8% dei semi disinfettati in superficie contenevano diversi generi di muffe, incluse alcune
specie produttrici di aflatossine, sebbene non siano state rilevate tossine1. Per quanto riguar-
da i semi di alfalfa, solo il 21% di 500 campioni conteneva lieviti e muffe.

Poiché i germogli vengono consumati senza essere sottoposti a riscaldamento o cottura,
sorgono problemi quando la partita di semi germogliati contiene patogeni quali Salmonella
o E. coli O157:H7. Come osservato in precedenza, l’ottimo contenuto in nutrienti dei semi
in fase di germinazione favorisce lo sviluppo di microrganismi patogeni. Allo scopo di con-
trollare lo sviluppo di patogeni, i semi da germoglio sono sottoposti a diversi trattamenti. Per
ridurre la concentrazione di patogeni, la Food and Drug Administration (FDA) raccomanda
l’utilizzo di 20 000 ppm di ipoclorito di calcio per 15 minuti: un trattamento che non riduce
significativamente l’efficienza di germinazione o la lunghezza dei germogli.
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Tabella 6.10 Conta aerobia in piastra (log10/g) di ortaggi
RTE conservati a 4 °C *

Prodotto Giorno 0 Giorno 4

Lattuga tagliata 4,85 5,63
Insalata mista 5,35 6,05
Infiorescenze di cavolfiore 4,82 5,45
Sedano a fette 5,67 6,59
Insalata mista di cavolo, 5,14 6,95
carote, cipolle e maionese
Carote julienne 5,13 6,27
Infiorescenze di broccoli 5,58 6,59
Peperoni verdi 5,99 7,22

* La shelf life raccomandata per i prodotti era di 7 giorni.
(Da Odumeru et al.33)



6.3.3  Patogeni

Tra i patogeni associati agli ortaggi pronti al consumo, quello che desta maggiore preoccu-
pazione è C. botulinum, per ragioni che sono state individuate in diversi studi. In uno di que-
sti, cinque prodotti RTE (zucca invernale, insalata mista, cavolo rapa, lattuga romana e un
fritto di verdure miste) sono stati inoculati con spore prodotte da una miscela di 10 ceppi,
cinque proteolitici e cinque non proteolitici3. I prodotti sono stati poi sigillati in vaschette di
polistirolo con OTR (vedi capitolo 14) di 2100 mL/m2/24 h e, quindi, incubati a 5, 10 o
25 °C. Tutti e cinque gli ortaggi sono diventati tossici dopo lo stesso periodo di conservazio-
ne. Nella zucca invernale la tossina prodotta dai ceppi non proteolitici è stata individuata
dopo 7 giorni di conservazione a 10 °C in atmosfera contenente il 27,8% di CO2, mentre la
tossina dei ceppi proteolitici è stata rinvenuta dopo 3 giorni a 25 °C, con il 64,7% di CO2

3.
Sempre nella zucca d’inverno, inoculata con una concentrazione di 10 3/g di ceppi non pro-
teolitici e conservata a 5 °C, la tossina è stata individuata dopo 21 giorni. Al momento della
rilevazione della tossina, in tutti i campioni la concentrazione di O2 era inferiore all’1%. Seb-
bene il materiale da imballaggio impiegato nello studio avesse una permeabilità ai gas ben
diversa da zero, la respirazione dei prodotti aveva determinato una riduzione di O2 e un
aumento di CO2. Secondo gli autori dello studio, la temperatura di stoccaggio degli ortaggi
RTE esaminati aveva un’importanza cruciale per la sicurezza finale dei prodotti. Al momen-
to della rilevazione della tossina la maggior parte dei prodotti era evidentemente alterata.

In un altro studio, campioni di cavolo e di lattuga sono stati prima inoculati con circa 102

spore/g, prodotte da un mix di 10 diversi ceppi, e poi confezionati impiegando pellicole con
OTR basso (LOTR) o elevato (HOTR), con valori pari, rispettivamente a 3000 e 7000
mL/m2/24 h; i prodotti sono stati successivamente conservati a 4, 13 e 21 °C, per 21 o 28 gior-
ni17. In nessuna delle condizioni sperimentali utilizzate sono state rilevate tossine; inoltre, le
caratteristiche organolettiche di entrambi gli ortaggi apparivano alterate prima che la tossina
potesse essere prodotta. Dopo conservazione a 21 °C per 10 giorni, la percentuale di CO2 era
del 69,4% nel cavolo confezionato in condizioni di LOTR e del 41,9% in quello confeziona-
to in HOTR; nella lattuga conservata a 21 °C, dopo 8 giorni la percentuale di CO2 era del 41,9
e del 9%, rispettivamente, in condizioni LOTR e HOTR. A differenza di quanto osservato
nello studio precedente3, nel quale si erano riscontrate percentuali di O2 <1,0%, in questa
ricerca le percentuali di O2 variavano tra l’1 e il 7,9%, poiché i materiali di confezionamento
erano più permeabili al gas (OTR 3000 e 7000 mL/m2/24 h contro 2100). La maggiore per-
meabilità della pellicola può anche aver consentito lo sviluppo di altri microrganismi, che
hanno interferito con C. botulinum. 

Larson e colleghi24 hanno inoculato cinque ortaggi (broccoli, cavolo, carote, lattuga e
fagiolini) con un mix costituito da 10 ceppi, dei quali 7 proteolitici e 3 non proteolitici. La
tossina botulinica è stata individuata in tutti i campioni di broccoli visibilmente alterati, con-
servati a 21 °C, nella metà dei campioni di broccoli visibilmente alterati conservati a 12 °C;
la tossina è stata inoltre rilevata in un terzo dei campioni di lattuga visibilmente alterati man-
tenuti a 21 °C. In questi due vegetali la tossina non è stata individuata prima dell’alterazio-
ne; negli altri tre ortaggi presi in esame non è stata rilevata la presenza di tossina. A diffe-
renza dei due studi citati sopra, in questa ricerca le verdure sono state confezionate sotto
vuoto spinto, impiegando materiale da imballaggio con OTR variabile da 3000 a 16 544
mL/m2/24 h. In particolare, i broccoli sono stati imballati in materiali con OTR variabile da
13 013 a 16 544, mentre il cavolo (che non è diventato tossico) è stato confezionato in imbal-
laggi con OTR compreso tra 3000 e 8000. Dopo sette giorni a 21 °C, la confezione di broc-
coli conteneva una concentrazione di O2 < 2% e circa il 12% di CO2; la lattuga, mantenuta
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per sei giorni alla stessa temperatura, presentava percentuali di CO2 fino al 40%24. La conta
aerobia su piastra dei prodotti alterati variava tra 10 8 e >10 9.

In un quarto studio, campioni di lattuga romana e di cavolo in pezzi sono stati inoculati
con un mix di spore prodotte da nove ceppi proteolitici e non proteolitici; la quantità inocu-
lata era di 100 spore per grammo. I campioni sono stati conservati in sacchetti di plastica
areati e non areati35; nei sacchetti privi di fori è stato fatto il vuoto. Il cavolo confezionato
sotto vuoto è diventato tossico, se conservato per sette giorni a 21 °C, ma non lo è diventa-
to se conservato fino a 28 giorni a 4,4 o 12,7 °C. La lattuga romana è diventata tossica dopo
14 giorni a 21 °C in sacchetti non areati e dopo 21 giorni in sacchetti areati. I campioni
diventati tossici apparivano alterati dal punto di vista organolettico prima che la tossina
venisse rilevata.

Gli studi sopra riportati evidenziano un potenziale rischio per la salute associato agli
ortaggi RTE in relazione alla presenza di tossina botulinica in questi prodotti. Tuttavia, que-
sti studi, come pure altri, sottolineano l’importanza della temperatura di conservazione per il
controllo di questo e di altri patogeni, inclusi quelli presentati di seguito. La temperatura e il
tempo di conservazione dei prodotti RTE sono ovviamente critici per la loro sicurezza. Mag-
giori dettagli su C. botulinum e altri patogeni negli imballaggi sotto vuoto o in atmosfera
modificata sono riportati nel capitolo 14. 

È stato dimostrato che L. monocytogenes si sviluppa sugli ortaggi refrigerati, inclusi lat-
tuga, broccoli, cavolfiore e asparagi; nei pomodori crudi cresce a 21 °C, ma non a 10 °C 7. Il
microrganismo non solo non si sviluppa sulle carote crude, ma la sua concentrazione è stata
addirittura ridotta aggiungendo l’1% di succo di carota a un brodo di coltura (figura 6.4).
Questo effetto anti listeria delle carote viene distrutto dalla cottura 8.
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Figura 6.4 Sviluppo di L. monocytogenes Scott A
(A) e LCDC 81-86 (B) in tryptose phosphate broth
(TPB) contenente 0% (�), 1% (o), 10% (��) e 50%
(�) (v/v) di succo di carota in sostituzione dell’ac-
qua. (Riprodotto, per cortese autorizzazione, da:
L.R. Beuchat e R.E. Brackett, Inibitory Effects of
Raw Carrots on Listeria Monocytogenes, Applied
Environmental Microbiology, vol. 56, p. 1741; copy-
right © 1990 American Society for Microbiology)



Uno studio condotto sulla sopravvivenza di Shigella sonnei nel cavolo tagliato ha rivela-
to che le concentrazioni di questo microrganismo rimanevano pressoché invariate per 1-3
giorni con tre diversi tipi di imballaggio: in presenza di aria, sotto vuoto e in atmosfera con-
tenente N2 30% + CO2 70%40. Dopo 3 giorni, tuttavia, il numero decresce parallelamente
all’abbassamento del pH. In condizioni di refrigerazione o a temperatura ambiente, quindi,
il microrganismo è in grado di sopravvivere ma non si sviluppa.

6.3.4  Penetrazione dei patogeni

Diversi studi hanno dimostrato che alcuni patogeni di interesse alimentare sono in grado di
penetrare all’interno delle piante e dei loro frutti dalla fase della germinazione del seme o da
quella della fioritura. Di seguito è riportata una sintesi di queste ricerche; per un approfon-
dimento si consiglia la consultazione del lavoro di Burnett e Beuchat 11.

È stato dimostrato che durante la fase germinativa dei semi di alfalfa la concentrazione di
Salmonella aumenta. In uno studio i semi naturalmente contaminati contenevano meno di 1
microrganismo/g (MPN); durante il processo di germinazione la concentrazione aumentava
fino a 10 2-10 3/g in un lotto di semi e fino a 10 2-10 4/g in un altro lotto 51. Il valore massimo
si raggiungeva dopo 48 ore. Quando S. Anatum e S. Montevideo sono stati aggiunti ai semi
di soia verde, dopo 2 giorni di germinazione la loro concentrazione era aumentata da 10 2 a
107 /g circa1.

Le salmonelle inoculate su piante di pomodoro in fase di fioritura, sono sopravvissute nei
frutti durante il periodo di maturazione, determinando positività per la presenza del micror-
ganismo nel 37% di 30 pomodori ottenuti dalle piante inoculate16. I campioni di tessuto pre-
levati dalla superficie e in corrispondenza della cicatrice del picciolo hanno presentato con-
taminazione, rispettivamente, nell’82 e nel 73% dei casi. S. Montevideo è stata isolata dopo
49 giorni dal suo inoculo e S. Poona era presente in 5 degli 11 campioni trovati positivi per
la presenza di Salmonella16. Per quanto riguarda invece la presenza di L. monocytogenes, uno
studio ha rivelato che su 425 cavoli (raccolti in aziende nel sud del Texas) 20, ossia il 4,7%,
contenevano questo microrganismo36. Altri 6 ceppi sono stati isolati da acqua e campioni
ambientali provenienti dalle stesse aziende. È bene sottolineare che i cavoli non sono stati
lavati tra la raccolta e l’analisi microbiologica. In figura 6.5 è rappresentato lo sviluppo di
S. Stanley in semi di alfalfa, analizzati dopo 342 ore 22.
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Figura 6.5 Sviluppo di S. Stanley in semi di alfal-
fa durante le fasi di rigonfiamento (1), germina-
zione (2), germogliamento (3) e sopravvivenza
durante mantenimento a temperature di refri-
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Per studiare la penetrazione di E. coli nelle mele, un ceppo del microrganismo è stato
distribuito sulla superficie di un terreno, sul quale sono poi state poste tre diverse varietà di
mele per simulare la caduta dei frutti dagli alberi. Dopo 10 giorni di esposizione al terreno
contaminato, E. coli è stato rinvenuto nella parte interna e nei campioni di polpa di tutte e
tre le varietà di mele41. In uno studio su 14 frutteti di mele e pere, condotto in diverse aree
degli Stati Uniti nel 1999, nel 74% dei campioni di frutta sono stati trovati coliformi, loca-
lizzati nella polpa nel 40% dei frutti analizzati38. E. coli O157:H7 non è stato isolato da nes-
sun campione di frutta analizzato. In uno studio statunitense, su 202 funghi e 206 campioni
di germogli di alfalfa, non sono stati rinvenuti né E. coli O157:H7 né alcuna specie di Sal-
monella, mentre un campione di germogli è risultato positivo per L. monocytogenes 52. In un
altro studio un ceppo di E. coli O157:H7 marcato con EGFP, una mutazione di GFP (protei-
na fluorescente verde) che produceva una lunghezza d’onda maggiore, è stato utilizzato
come indicatore per determinare il tipo di attacco che si realizza nei prodotti; dai risultati è
emerso che nelle foglie verdi di lattuga e pomodori la contaminazione avviene preferenzial-
mente a carico dei tessuti danneggiati, mentre la superficie intatta dello stelo e dei tessuti non
risulta interessata 53. Le cellule di E. coli sono state evidenziate mediante microscopia confo-
cale a scansione laser. È stata dimostrata l’internalizzazione nella lattuga di un ceppo
O157:H7 contenente GFP proveniente dal terreno e dall’acqua di irrigazione contaminati da
letame. In questo studio i ricercatori hanno impiegato la tecnica di microscopia confocale a
epifluorescenza per dimostrare che le cellule batteriche si diffondono alle parti edibili della
lattuga attraverso l’apparato radicale44. Inoculando i semi di lattuga nel terreno con 10 4

ufc/mL di patogeno, le piantine di lattuga non erano invase, mentre risultavano infette con
concentrazioni di inoculo di 106 e 108 ufc/g.

Un ceppo di E. coli, marcato mediante bioluminescenza, è stato monitorato in piante di
spinacio in fase di sviluppo ed è stato osservato che il microrganismo penetra nei tessuti della
radice e, in grado minore, negli ipocotili 58. Aggiunto al terreno attraverso i semi e coltivato
per 42 giorni, il batterio poteva essere coltivato dalle radici e dalle foglie. Nella coltivazio-
ne idroponica, l’agente patogeno riusciva a penetrare quando era presente in concentrazione
di 102 o 10 3 ufc/mL di soluzione, e il processo sembrava favorito rispetto alla coltivazione
nel suolo 59. Utilizzando ceppi di E. coli e S. Montevideo marcati mediante bioluminescenza,
entrambi i microrganismi sono stati internalizzati nei germogli di soia verde dopo 24 h dal-
l’inizio della fase germinativa 59. L’impiego di 20 000 ppm di ipoclorito di sodio non si è
dimostrato efficace nel liberare i germogli dai microrganismi patogeni. I tessuti interni e lo
stoma dei cotiledoni dei germogli di ravanello cresciuti da semi inoculati con E. coli
O157:H7 sono stati internalizzati da questo microrganismo, che si è dimostrato insensibile al
trattamento della superficie dell’ipocotile con HgCl2

21. 
Negli Stati Uniti è stata valutata l’incidenza e la prevalenza, in diversi prodotti freschi e

succhi, delle specie di Mycobacterium spp. non responsabili di tubercolosi; in 25 prodotti dei
121 analizzati (20,7%) sono state rinvenute sette diverse specie di micobatteri2. Tra i prodot-
ti esaminati vi erano funghi, germogli, broccoli, lattuga, porri, prezzemolo e succo di mela.
M. avium è stata la specie rinvenuta con maggior frequenza (12 ceppi su 29 identificati),
seguita da M. simiae e M. gordonae (3 isolati ciascuno) e da M. flavescens (2 isolati). La pre-
senza sui prodotti freschi di micobatteri a rapido sviluppo non sorprende, poiché questi
microrganismi fanno parte della microflora stabile dei terreni delle aziende agricole. Sembra
invece improbabile la penetrazione nei prodotti agricoli e nei germogli di semi della micro-
flora zimogena, in quanto questa si sviluppa nel suolo molto lentamente.

È stato dimostrato che S. Enteritidis può penetrare nei manghi, sia acerbi sia maturi. Dopo
immersione in acqua a 21°C contenente il patogeno (marcato con GFP), sono risultati inter-
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nalizzati l’80% dei manghi immaturi e l’87% di quelli maturi34. La parte terminale del gambo
si è rivelata più suscettibile all’attacco, rispetto ad altre parti del mango; il patogeno è stato
individuato nella polpa del frutto dopo una settimana di incubazione a 10-30 °C.

Un elenco dei patogeni isolati dagli ortaggi è stato redatto da Beuchat 6, mentre la Inter-
national Fresh-Cut Association ha prodotto e pubblicato la sintesi di un modello di sistema
HACCP per i prodotti freschi di quarta gamma.

6.3.5  Episodi epidemici

Da un’accurata revisione delle epidemie verificatesi in Canada nel periodo 1981-1999 è
emerso che 18 epidemie sono state causate da nove tipologie di prodotti; in particolare: ger-
mogli di alfalfa (n = 5), lamponi (n = 4), meloni (n = 2), insalata di patate (n = 2), lattuga,
prezzemolo, more e insalate di cavoli e di ortaggi (n = 1 per ciascuno)42. Il genere Salmonel-
la è stato responsabile di sette epidemie (ognuna causata da un serovar diverso), seguito da
Cyclospora cayetanensis. E. coli O157:H7 e un calicivirus sono stati coinvolti in 2 epidemie
ciascuno, mentre L. monocytogenes, Shigella sonnei e Staphylococcus aureus sono stati la
causa di 1 episodio epidemico ciascuno. Quattro epidemie sono state provocate da protozoi
presenti in more e lamponi importati 42. Tra i succhi di frutta che costituiscono veicoli di
patogeni di origine alimentare, quello più frequentemente implicato è il succo di mela (epi-
sodi sporadici causati da salmonelle, E. coli O157:H7 e Cryptosporidium parvum). Il latte di
cocco è stato invece il veicolo negli episodi provocati da Vibrio cholerae11.

Poiché l’insalata di cavolo è stata incriminata per un’epidemia da E. coli O157:H7, è stato
condotto uno studio per determinare il tempo di sopravvivenza di questo patogeno nel pro-
dotto. Sono state preparate due diverse insalate di cavolo: una a pH 4,3 e l’altra a pH 4,5.
Entrambe sono state successivamente inoculate con 5,31 log10 ufc/g di microrganismi e man-
tenute per 3 giorni a 4, 11 e 21°C 62. Non è stato osservato sviluppo del patogeno a nessuna
delle tre temperature, mentre a 21 °C si è verificata una riduzione nel numero di cellule di
0,4-0,5 log10 ufc/g. I ricercatori hanno ipotizzato che il decremento potesse essere stato cau-
sato, in parte, dalla competizione tra i microrganismi dell’inoculo e quelli della normale
popolazione microbica dei campioni 62.

Non è raro riscontrare virus intestinali sui prodotti freschi; spesso vi giungono apportati dal-
l’acqua impiegata per il lavaggio; i norovirus sono i più comuni (vedi capitolo 31). Quando
viene utilizzata acqua contaminata, è logico attendersi che siano presenti virus dell’epatite A e
E, come pure rotavirus e astrovirus, analogamente a quanto avviene per gli altri agenti patoge-
ni gastrointestinali. (Per maggiori informazioni sui virus intestinali si rinvia al capitolo 31;
un’ampia discussione sui virus nei prodotti freschi si trova nel lavoro di Seymour e Appleton 43.)

Per una revisione delle infezioni causate dai germogli di semi, si vedano Taormina et al.54

e NACM 31; quest’ultimo, in particolare, non tratta solo le malattie associate al consumo di
germogli, ma anche molti altri aspetti della filiera dei prodotti ortofrutticoli.
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Sebbene questo capitolo sia interamente dedicato al latte e ai prodotti derivati, il primo para-
grafo riguarda la fermentazione, in virtù dell’importanza che tale processo riveste nella pro-
duzione dei prodotti lattiero-caseari.

7.1  Fermentazione 

7.1.1  Principi generali

La produzione e le caratteristiche di molti prodotti alimentari sono dovute alle attività fermen-
tative dei microrganismi. Formaggi stagionati, sottaceti, crauti e salumi sono tutti alimenti
caratterizzati da una shelf life considerevolmente più lunga rispetto a quella delle materie
prime da cui originano. Oltre a essere più stabili dal punto di vista della conservazione, tutti i
prodotti fermentati sono caratterizzati da aroma e sapore propri, che sono il risultato, diretto o
indiretto, dell’attività dei microrganismi che attuano la fermentazione. In alcuni casi il conte-
nuto vitaminico e la digeribilità dei prodotti fermentati sono superiori a quelli delle materie
prime da cui originano. Il processo fermentativo è in grado di ridurre la tossicità naturale di
alcuni alimenti (per esempio il gari in Africa e il peujeum in Indonesia, entrambi ottenuti dalla
fermentazione di cassava, meglio conosciuta come mandioca, manioca, tapioca o yucca), oppu-
re può renderne altri estremamente tossici (come nel caso del bongkrek ottenuto da farina di
cocco). Tutte le informazioni raccolte indicano che nessun altro gruppo, categoria di alimenti
o prodotti alimentari ha avuto in passato, e ha tuttora, un ruolo importante come quello svolto
dai prodotti fermentati nel contribuire al benessere nutrizionale del mondo intero.

L’ecologia microbica degli alimenti e le fermentazioni a essi associate sono oggetto di stu-
dio da molti anni, come nel caso di formaggi stagionati, crauti, vini e altri prodotti: le fer-
mentazioni microbiche a essi correlate, dipendono da parametri intrinseci ed estrinseci di
crescita, descritti nel capitolo 3. Per esempio, quando le materie prime naturali sono acide e
contengono zuccheri liberi, si sviluppano prontamente i lieviti e l’alcol prodotto dalla loro
attività limita la proliferazione di gran parte dei microrganismi contaminanti. Per contro, se
l’acidità dei prodotti vegetali consente un buono sviluppo batterico ed è presente nel contem-
po un alto contenuto in zuccheri semplici, ci si può attendere che siano i batteri lattici a pren-
dere il sopravvento, soprattutto quando bassi livelli di NaCl favoriscono il loro sviluppo
rispetto a quello dei lieviti (come avviene nella fermentazione dei crauti).

I prodotti contenenti polisaccaridi, ma quantità marginali di zuccheri semplici, sono in
grado di resistere all’attacco di lieviti e batteri lattici, in quanto la maggior parte di questi
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microrganismi è priva di amilasi. Per dare il via all’attività fermentativa in questi prodotti,
occorre quindi fornire una fonte esogena di tali enzimi, come avviene per esempio nei birri-
fici e nelle distillerie, dove il malto d’orzo viene usato nel processo di produzione e rende
possibile la fermentazione operata dai lieviti, che porta alla degradazione degli zuccheri a
etanolo, grazie alla fase di maltazione. Un altro esempio di come le fermentazioni lattica e
alcolica possano avvenire in materie prime che contengono basse concentrazioni di zucche-
ri ed elevate quantità di amido e proteine, è quello dei prodotti derivanti dalla soia, nei quali
viene usato il koji (coltura starter di Aspergillus spp.). Mentre, infatti, gli enzimi del malto
compaiono a seguito della germinazione dell’orzo, quelli del koji sono prodotti da Aspergil-
lus oryzae, che si sviluppa sul riso imbibito o esposto al vapore, come pure su altri cereali (il
prodotto commerciale takadiastase è il risultato dello sviluppo di A. oryzae sulla crusca di
frumento). I composti idrolizzati a partire dal koji possono venire così fermentati da batteri
lattici e da lieviti, come avviene per la produzione della salsa di soia, oppure gli enzimi del
koji possono svolgere la loro attività idrolitica direttamente sui semi di soia, dando luogo a
prodotti quali il miso giapponese.

7.1.2  Definizione e caratteristiche

In passato il termine fermentazione ha assunto diversi significati. Secondo la definizione
tratta da un dizionario essa è “un processo di trasformazione chimica accompagnato da effer-
vescenza ... uno stato di agitazione o tumulto ... ognuna delle diverse trasformazioni che si
verificano nelle sostanze organiche.” Il termine entrò in uso prima che Pasteur iniziasse i
suoi studi sul vino. Prescott e Dunn 57 e Doelle13 hanno contribuito al dibattito sul concetto
storico di fermentazione; i primi osservarono che, nel senso più generale del termine comu-
nemente utilizzato, la fermentazione è “un processo costituito da un insieme di trasformazio-
ni chimiche determinate dall’azione di enzimi microbici su un substrato organico.” In que-
sto capitolo il termine è utilizzato con il suo significato più ampio. Nei birrifici industriali, e
in particolare in quelli di produzione delle birre ale, la fermentazione alta avviene impiegan-
do ceppi di lievito che svolgono la loro attività nelle parti superiori di grandi tini di fermen-
tazione, mentre la fermentazione bassa necessita di ceppi di lievito che svolgono la loro atti-
vità sul fondo del tino, come nel caso delle birre lager.

Dal punto di vista biochimico, la fermentazione è il processo metabolico durante il quale
i carboidrati e i composti a essi correlati vengono parzialmente ossidati, con conseguente
rilascio di energia in assenza di qualunque tipo di accettore esterno di elettroni. Sono i com-
posti organici derivanti direttamente dalla scissione dei carboidrati a fungere da accettori
finali degli elettroni e, di conseguenza, l’ossidazione incompleta dei composti di partenza
determina il rilascio solo di una piccola quantità di energia durante tale processo. I prodotti
della fermentazione sono rappresentati da composti organici più ridotti di altri.

7.1.3  Batteri lattici

Attualmente, questo gruppo è composto da 13 generi di batteri Gram-positivi:

Carnobacterium Leuconostoc Tetragenococcus
Enterococcus Oenococcus Vagococcus
Lactococcus Pediococcus Weissella
Lactobacillus Paralactobacillus
Lactosphaera Streptococcus
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Da quando gli enterococchi e i lattococchi sono stati rimossi dal genere Streptococcus,
S. salivarius subsp. thermophilus ne è divenuto il più importante esponente di interesse ali-
mentare. S. diacetylactis, invece, è stato riclassificato come ceppo in grado di utilizzare il
citrato prodotto da Lactococcus lactis subsp. lactis. Sebbene non facciano parte dei batteri
lattici, alcuni generi sono correlati con questo gruppo; tra questi vi sono i generi Aerococcus,
Microbacterium e Propionibacterium. Quest’ultimo, in particolare, è stato ridimensionato a
causa del trasferimento di alcune specie al nuovo genere Propioniferax, che raggruppa le
specie in grado di produrre acido propionico come acido carbossilico principale, generato a
partire dalla degradazione del glucosio 81. Le informazioni storiche relative agli streptococ-
chi lattici e alla loro ecologia sono state raccolte da Sandine e colleghi64, che ritengono che
la materia vegetale sia l’habitat naturale di questo gruppo, a eccezione di Lactococcus cre-
moris. È stato inoltre suggerito che gli streptococchi di origine vegetale costituiscano un
gruppo di microrganismi ancestrale, da cui sono derivati altre specie e ceppi48.

Sebbene il gruppo dei batteri lattici sia stato definito in modo approssimativo, senza fis-
sare confini precisi, tutti i suoi membri hanno in comune la caratteristica di produrre acido
lattico dagli esosi. Come gli altri microrganismi fermentanti, sono sprovvisti dei sistemi
annessi al gruppo eme funzionale al trasporto degli elettroni (ovvero dei citocromi) e, non
potendo usufruire del ciclo di Krebs, ricavano l’energia loro necessaria dalla fosforilazione
del substrato, durante l’ossidazione dei carboidrati. 

Sulla base dei prodotti finali derivanti dal metabolismo del glucosio, Kluyver suddivide i
batteri lattici in due gruppi. Sono definiti omofermentanti i batteri lattici che hanno l’acido
lattico quale principale o unico prodotto della fermentazione del glucosio (figura 7.1, A).
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Figura 7.1 Vie metaboliche di diversi microrganismi per la produzione di alcuni prodotti di fermenta-
zione del glucosio:  (A) batteri lattici omofermentanti; (B) batteri lattici eterofermentanti; (C, D) Propio-
nibacterium (figura 7.3); (E) Saccharomyces spp.; (F) Acetobacter spp.; (G) Acetobacter “superossidanti”.
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Tabella 7.1 Elenco di alcuni batteri lattici omo- ed eterofermentanti 

Omofermentanti Eterofermentanti

Lactobacillus Lactobacillus
L. acetotolerans L. brevis
L. acidipiscis L. buchneri
L. acidophilus L. cellobiosus
L. alimentarius L. coprophilus
L. casei L. fermentum
L. coryniformis L. hilgardii
L. curvatus L. sanfranciscensis

subsp. curvatus L. trichoides
subsp. melibiosus L. pontis

L. delbrueckii L. fructivorans
subsp. bulgaricus L. kimchii
subsp. delbrueckii L. paralimentarius
subsp. lactis L. panis

L. fuchuensis L. sakei
L. helveticus subsp. sakei
L. jugurti subsp. carnosus
L. jensenii Leuconostoc
L. kefiranofaciens L. argentinum

subsp. kefiranofaciens L. citreus
subsp. kefirgranum L. fallax

L. leichmannii L. carnosum
L. mindensis L. gelidum
L. plantarum L. inhae
L. salivarius L. kimchii

Lactococcus L. lactis
L. lactis L. mesenteroides

subsp. lactis subsp. cremoris
subsp. cremoris subsp. dextranicum
subsp. diacetylactis subsp. mesenteroides
subsp. hordniae Carnobacterium

L. garvieae C. divergens
L. plantarum C. gallinarum
L. raffinolactis C. mobile

Paralactobacillus C. piscicola
P. selangorensis C. viridans

Pediococcus Oenococcus
P. acidilactici O. oeni
P. claussenii Weissella
P. pentosaceus W. cibaria
P. damnosus W. confusa
P. dextrinicus W. hellenica
P. inopinatus W. halotolerans
P. parvulus W. kandleri

segue



Rispetto agli eterolattici, gli omolattici sono in grado di ricavare da una determinata quanti-
tà di glucosio circa il doppio dell’energia. Il processo omofermentativo è messo in atto quan-
do viene metabolizzato il glucosio, ma ciò non accade necessariamente nel caso in cui i pen-
tosi costituiscano la principale fonte di energia: in tali condizioni, alcune specie omolattiche
sono in grado di portare alla formazione di acidi lattico e acetico, quali prodotti finali del
metabolismo. Inoltre, il carattere omofermentante tipico delle specie omolattiche può essere
soggetto a cambiamenti, modificando in alcuni ceppi le condizioni di sviluppo correlate alla
concentrazione di glucosio, al pH e al contenuto limitato in nutrienti 8,43.

I batteri lattici capaci di produrre quantità equimolecolari di lattato, anidride carbonica ed
etanolo, a partire dagli esosi, sono definiti eterofermentanti (figura 7.1, B). Tutti i membri
del genere Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus e Vagococcus rientrano tra gli omofer-
mentanti, assieme ad alcune specie di lattobacilli, mentre Leuconostoc, Oenococcus, Weisel-
la, Carnobacterium, Lactosphaera e diversi lattobacilli fanno parte del gruppo degli etero-
fermentanti (tabella 7.1). Le specie eterolattiche sono più importanti delle omolattiche per
quanto riguarda la produzione di composti, quali acetaldeide e diacetile, che contribuiscono
alla formazione del sapore e dell’aroma (figura 7.2).

Il genere Lactobacillus è stato storicamente suddiviso in tre sottogeneri: Betabacterium,
Streptobacterium e Thermobacterium. In particolare tutti i lattobacilli eterolattici presenti in
tabella 7.1 sono betabatteri. Gli streptobatteri (come L. casei e L. plantarum) sono in grado di
produrre fino all’1,5% di acido lattico quando si sviluppano alla temperatura ottimale di 30 °C,
mentre i termobatteri (quali L. acidophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus) possono produr-
re fino al 3% di acido lattico e hanno una temperatura ottimale di sviluppo di 40 °C 44.

Recentemente il genere Lactobacillus è stato suddiviso in tre gruppi, sulla base principal-
mente delle caratteristiche fermentative delle specie 71. Il gruppo 1 include le specie omofer-
mentanti obbligate (L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus ecc.), cioè fondamental-
mente termobatteri che non fermentano i pentosi. Il gruppo 2 comprende le specie eterofer-
mentanti facoltative (L. casei, L. plantarum, L. sakei ecc.), in grado di fermentare i pentosi.
Il gruppo 3 è costituito invece dalle specie eterofermentanti obbligate, quali L. fermentum,
L. brevis, L. reuteri, L. sanfranciscensis e altri, che presentano la caratteristica di produrre
CO2 a partire da glucosio. In alcuni alimenti che contengono carboidrati fermentiscibili i lat-
tobacilli possono determinare una riduzione del pH fino a 4,0; inoltre sono in grado di cre-
scere fino a pH pari a circa 7,1 71.
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Omofermentanti Eterofermentanti

Streptococcus W. kimchii
S. bovis W. minor
S. salivarius W. thialandensis

subsp. salivarius W. paramesenteroides
subsp.thermophilus W. viridescens

Tetragenococcus W. koreensis
T. halophilus
T. muriaticus

Vagococcus
V. fluvialis
V. salmoninarum



Dal punto di vista delle esigenze nutrizionali, i batteri lattici necessitano di amminoacidi
liberi, vitamine del gruppo B e basi puriniche e pirimidiniche; di conseguenza, di ciò occor-
re tener conto nelle analisi di laboratorio che coinvolgono questi microrganismi. Sebbene
siano mesofili, alcuni sono in grado di crescere anche sotto i 5 °C e altri fino a 45 °C; riguar-
do al pH, la maggior parte cresce nel range 4,0-4,5, nonostante alcune specie siano capaci di
crescere a pH estremi (fino a 3,2 e 9,6). I batteri lattici possiedono, inoltre, una debole atti-
vità proteolitica e lipolitica 70.

Schleifer e Kandler 65 hanno condotto studi approfonditi sulle cellule mucopeptidiche sia
di batteri lattici sia di altre specie batteriche. Nonostante i generi appartenenti ai batteri lat-
tici differiscano notevolmente tra loro, i lattobacilli omofermentanti del subgenere Thermo-
bacterium sono accomunati da numerose caratteristiche: per esempio, presentano tutti all’in-
terno della catena del peptidoglicano l’amminoacido L-lisina, mentre l’acido D-aspartico fa
parte della struttura caratteristica dei ponti peptidici. I lattococchi presentano invece muco-
peptidi simili nella composizione della parete.

Per stabilizzare le fermentazioni operate da L. lactis, McKay e colleghi hanno impiegato
metodiche di genetica molecolare. Infatti, poiché i geni responsabili della fermentazione del
lattosio sono di origine plasmidica, la perdita del plasmide stesso provoca anche la scompar-
sa dell’attività fermentativa. In una sperimentazione condotta allo scopo di rendere più
costante la fermentazione del lattosio, i geni lac+ di L. lactis sono stati clonati in uno speci-
fico vettore, che è stato poi inserito all’interno di un ceppo di Streptococcus sanguis 29. Quin-
di i geni lac provenienti da L. lactis sono stati trasformati in S. sanguis attraverso il vettore
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plasmidico; il processo di trasformazione può avvenire anche utilizzando specifici frammen-
ti di DNA, attraverso i quali i geni vengono integrati all’interno del cromosoma delle cellu-
le ospiti 30. Nell’ultimo caso la fermentazione del lattosio risulta più stabile rispetto a quella
che ha luogo quando i geni lac sono di origine plasmidica.

7.1.4  Vie metaboliche e rendimento molare del processo 

I prodotti finali derivanti dalla degradazione del glucosio da parte di batteri lattici omofer-
mentanti ed eterofermentanti sono diversi, per ragioni di natura sia genetica sia fisiologica
(figura 7.1). I batteri omolattici possiedono enzimi aldolasi ed esoso isomerasi, ma sono
privi delle fosfochetolasi (figura 7.1, A); essi utilizzano la via Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP) per produrre 2 molecole di lattato a partire da una molecola di glucosio. Gli etero-
lattici, d’altra parte, presentano l’enzima fosfochetolasi, ma sono privi di aldolasi ed esoso
isomerasi e, anziché adottare la via metabolica di EMP, utilizzano per la degradazione del
glucosio la via dei pentosi o quella dell’esoso monofosfato (figura 7.1, B). La misurazione
dei rendimenti molari fornisce importanti informazioni relative al tipo di fermentazione del
substrato e alla via metabolica seguita dai microrganismi. Rilevando questo parametro è
possibile determinare il peso secco in microgrammi, relativo alle cellule prodotte per micro-
mole di substrato fermentato, che costituisce nient’altro che la costante molare di resa, indi-
cata con la lettera Y. Si assume che nessun substrato a base di carbonio venga impiegato per
la biosintesi cellulare, che l’ossigeno non rappresenti l’accettore finale di elettroni o di idro-
geno e che tutta l’energia prodotta dal consumo del substrato venga utilizzata per la biosin-
tesi cellulare 26. Quando, per esempio, il substrato è costituito da glucosio, la costante mola-
re di resa, YG, è data da:

peso secco di cellule in g
YG = ––––––––––––––––––––––––––––––

moli di glucosio fermentato

Se per un dato substrato è noto il rendimento in adenosina trifosfato (ATP) o il numero di
moli di ATP prodotte per mole di substrato, la quantità di biomassa prodotta per mole di ATP
può essere calcolata nel seguente modo:

peso secco di cellule in g/moli di ATP prodotto
YATP = –––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

moli di substrato fermentato

Numerosi microrganismi fermentanti, monitorati durante il loro sviluppo, hanno mostra-
to YATP = 10,5 o valori molto vicini. Tale rendimento si presume costante; di conseguenza,
un microrganismo in grado di fermentare il glucosio producendo 2 ATP/mole attraverso la
via metabolica EMP, dovrebbe avere YATP = 21 (cioè, dovrebbe essere in grado di produrre
21 g di biomassa cellulare/mole di glucosio). Ciò è vero per E. faecalis, Saccharomyces
cerevisiae, S. rosei e L. plantarum, considerando quale substrato zuccherino il glucosio
(quando YG = 21, YATP = 10,5, entro i limiti dell’errore sperimentale).

Da uno studio condotto da Brown e Collins8 è risultato che i valori di YG e di YATP per
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris
differiscono a seconda che le cellule, in aerobiosi, vengano fatte sviluppare su un terreno
poco specifico, a basse o ad alte concentrazioni di glucosio, o su un terreno più complesso.
Nel primo caso – ossia su un mezzo di crescita poco specifico – in presenza di basse concen-
trazioni di glucosio (1-7 μmol/mL) Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis pre-
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senta YG = 35,3 e YATP = 15,6, mentre per Lactococcus lactis subsp. cremoris i valori sono
YG = 31,4 e YATP = 13,9. Nello stesso terreno, ma con concentrazioni maggiori di glucosio
(1-15 μmol/mL), Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis ha presentato un
valore di YG pari a 21, mentre i valori di YATP per i medesimi due microrganismi in un ter-
reno complesso contenente 2 μmol/mL di glucosio, sono stati pari a 21,5 e 18,9, rispettiva-
mente, per Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis e per Lactococcus lactis
subsp. cremoris.

Il rendimento molare di sviluppo delle specie enterococciche, a basse concentrazioni di
glucosio e in condizioni anaerobie di crescita, è stato studiato da Johnson e Collins37. Zymo-
monas mobilis utilizza la via metabolica Entner-Doudoroff per produrre solo 1 ATP/mole di
glucosio fermentato (YG = 8,3, YATP = 8,3). Quando il lattato prodotto viene metabolizzato
ulteriormente, la resa molare di sviluppo è più elevata. Bifidobacterium bifidum è in grado
di produrre 2,5-3 ATP/mole di glucosio fermentato; di conseguenza i valori di YG e di YATP

sono entrambi pari a 13 72.

7.2  Batteri acetici

Questi batteri Gram-negativi appartengono alla famiglia delle Acetobacteriaceae e al sotto-
gruppo alfa dei Proteobatteri. I generi riconosciuti sono: Acetobacter, Asaia, Acidomonas,
Gluconobacter, Gluconacetobacter e Kozakia 80. Con l’eccezione di Asaia, tutti producono
grandi quantità di acido acetico a partire da etanolo e sono in grado di crescere in presenza
di percentuali di acido acetico dello 0,35%. La via metabolica utilizzata dai ceppi in grado
di sintetizzare acido acetico è illustrata in figura 7.1 (F e G), mentre Asaia produce piccolis-
sime quantità di acido acetico da etanolo o addirittura non ne produce affatto; inoltre le spe-
cie appartenenti a questo genere non crescono in presenza dello 0,35% di acido acetico 80. Le
tre specie note di questo genere ossidano l’acetato e il lattato a CO2 e acqua. Per una classifi-
cazione più recente e dettagliata dei batteri acetici, si consiglia la consultazione del lavoro di
Cleenwerck e De Vos11.

7.3  Prodotti lattiero-caseari

7.3.1  Latte

Nel mondo intero l’uomo consuma il latte e/o i prodotti da esso derivati, ottenuti da almeno
una tra diverse specie di mammiferi allevati. Nei paragrafi successivi sarà preso in esame il
latte vaccino, che può essere considerato rappresentativo di altre tipologie. Diversi degli
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Tabella 7.2 Composizione chimica
media (%) di latte intero bovino*

Acqua 87,0
Proteine 3,50
Grassi 3,90
Carboidrati 4,90
Ceneri 0,70

* Dati ricavati dalla letteratura.



aspetti microbiologici del latte, che non possono essere approfonditi in questa sede, sono
stati presentati e passati in rassegna da Frank18 e Murphy e Boor 51.

Composizione
Confrontando la composizione chimica media del latte di vacca presentata in tabella 7.2 e
quella delle carni rosse riportata in tabella 4.9, appaiono immediatamente evidenti numero-
se differenze. Innanzi tutto, il contenuto proteico del latte risulta essere considerevolmente
più basso (3,5 contro 18% delle carni rosse), mentre il tenore in carboidrati è considerevol-
mente più elevato (14,9% contro l’1% circa). Il contenuto più elevato in proteine strutturali
delle carni rosse consente loro di esistere in forma solida. Nonostante il contenuto percen-
tuale medio di acqua sulla superficie delle carni fresche, pari a circa il 75,5%, sia più basso
del valore medio indicato per il latte (87%), in entrambi i prodotti l’aw è prossima a 1,0.

La composizione del latte di pecora e di capra è simile a quella del latte di vacca. La pro-
teina principale del latte è la caseina, costituita da diverse frazioni: α, β ecc. Se il pH del latte
diminuisce fino a valori inferiori a 4,6, la caseina – che rappresenta l’80-85% del contenuto
proteico totale del latte – precipita; la parte liquida restante viene definita siero di latte. Le
proteine che rimangono nel siero di latte sono la sieroalbumina, le immunoglobuline, l’α-lat-
toalbumina ecc. I carboidrati del latte sono rappresentati principalmente da lattosio, presen-
te in quantità consistenti nelle diverse razze di vacche da latte (si aggira attorno al 5%). Oltre
al lattosio, che costituisce lo zucchero quantitativamente più importante, sono presenti anche
piccole quantità di glucosio e di acido citrico.

Il contenuto di grassi è variabile dal 3,5 al 5,0% circa, a seconda della razza, ed è costi-
tuito principalmente da trigliceridi, composti da acidi grassi C14, C16, C18, e C18:1, e in picco-
la parte anche da digliceridi e fosfolipidi. I lipidi del latte sono presenti in gran parte sotto-
forma di globuli di grasso, che sono circondati da uno strato fosfolipidico. Il contenuto di
ceneri è circa 0,7% e a tale percentuale contribuisce in buona misura il Ca2+, mentre il con-
tenuto in Fe2+ è piuttosto basso. In generale, comunque, il contenuto di solidi di origine non
lipidica si aggira attorno al 9% per il latte di vacca, mentre la percentuale di solidi totali è
compresa tra il 12,5 e il 14,5%, con un valore medio di circa 12,9%, variabile a seconda della
razza considerata. Il pH del latte fresco intero è circa 6,6, ma può arrivare a 6,8 nei casi in
cui la vacca sia affetta da mastite; questa infezione caratteristica della mammella è causata
il più delle volte da Streptococcus agalactiae e da S. uberis, sebbene le specie Staphylococ-
cus aureus e Streptococcus dysgalactiae siano anch’esse sporadicamente coinvolte. Il latte
fresco derivante da una vacca affetta da mastite è caratterizzato da un contenuto di leucociti
(globuli bianchi del sangue) >10 6/mL, contrariamente a quanto si riscontra nel latte non
mastitico, che presenta valori intorno a 70.000/mL. 

Il latte contiene buone quantità di vitamine del gruppo B; in particolar modo di acido pan-
totenico e di riboflavina. Le vitamine A e D, che vengono talora aggiunte al latte destinato al
consumo umano, non sembrano avere particolari effetti sull’attività dei microrganismi. 

In generale, per la sua composizione chimica, il latte intero di vacca costituisce un terre-
no di crescita ideale per i microrganismi eterotrofi, inclusi i batteri lattici Gram-positivi, con-
siderati estremamente esigenti dal punto di vista nutrizionale. Le modalità con cui i micror-
ganismi tipici del latte utilizzano questi costituenti, determinando fenomeni alterativi, ver-
ranno trattate in seguito.

Trasformazione
Il latte viene trasformato in diversi modi, ottenendo un’ampia gamma di prodotti, tra i quali
panna, formaggio e burro. Il latte fresco intero viene trasformato in numerose tipologie di
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prodotti, che presentano per lo più consistenza fluida. Il latte scremato (0,5% di grassi) e par-
zialmente scremato (con un contenuto in grassi fino al 2%) sono prodotti mediante centrifu-
gazione ad alta velocità, seguita da riscaldamento a circa 37 °C (100 °F), per separare il gras-
so che potrà essere impiegato per il burro o la panna oppure essere addizionato al latte scre-
mato allo scopo di raggiungere un determinato contenuto lipidico. Quest’ultimo viene pasto-
rizzato a 65,6-68,3 °C (150-155 °F) per 30 minuti o a 74,4-79,4 °C (166-175 °F) per 15
secondi, prima di essere raffreddato a circa 4 °C 79.

Il latte evaporato è ottenuto rimuovendo circa il 60% di acqua dal latte intero; al termine
del processo il contenuto in lattosio è dell’11,5%. Il latte condensato dolce viene invece pro-
dotto mediante aggiunta di saccarosio o glucosio, nella fase che precede l’evaporazione.

Negli Stati Uniti il latte crudo di categoria A, destinato alla pastorizzazione, non dovreb-
be avere valori di conta aerobia su piastra superiori a 300.000 ufc/mL, quando mescolato o
miscelato, oppure superiori a 100.000 ufc/mL se proveniente da un singolo produttore. Dopo
il trattamento di pastorizzazione, la carica aerobia su piastra non deve essere > 20.000
ufc/mL e il numero di coliformi non deve superare le 10 ufc/mL16. Il latte crudo non dovreb-
be essere conservato per più di 5 giorni a 4,4 °C (40 °F), prima di essere pastorizzato.

Per quanto riguarda il latte al cioccolato, il trattamento termico viene condotto a tempe-
ratura un po’ superiore rispetto a quella prevista per il latte (75 °C, anziché 72 °C, per 15
secondi). Da uno studio condotto su campioni di questo prodotto prelevati in quattro diver-
se località è emerso che il valore della conta aerobia su piastra è maggiore nel prodotto dopo
14 giorni dal trattamento rispetto a quello del latte non aromatizzato, nonostante le cariche
microbiche iniziali fossero per entrambi le medesime 14. Al giorno 14, il 76,1% del latte non
aromatizzato e il 91,6% del latte al cioccolato hanno presentato conte > 20.000 ufc/mL; il
26,1% del primo e il 53,7% del secondo hanno presentato conte APC > 10 6 ufc/mL. Secon-
do gli autori della ricerca, l’impiego della polvere di cioccolato potrebbe contribuire a incre-
mentare lo sviluppo dei microrganismi 14, sebbene la carica microbica più elevata non sia
stata attribuita specificatamente alla polvere di cacao.

Pastorizzazione
Scopo del processo di pastorizzazione del latte è la distruzione di tutti i microrganismi pato-
geni. Tuttavia le endospore di patogeni e di alteranti, quali Clostridium botulinum, Clostri-
dium tyrobutyricum, Clostridium sporogenes o Bacillus cereus, non vengono distrutte da
questo tipo di trattamento. Sebbene i microrganismi patogeni possano essere distrutti anche
mediante trattamenti non termici, la pastorizzazione del latte viene realizzata esclusivamen-
te con l’impiego di calore.

Il metodo in batch – che prevede l’impiego di basse temperature per tempi lunghi (LTLT,
low temperature long time) – consiste nel riscaldamento del prodotto ad almeno 63 °C (145 °F)
per 30 minuti. L’altro metodo, più diffuso, prevede invece alte temperature per tempi ridotti
(HTST, hight temperature short time) e viene condotto portando la temperatura fino a 72 °C
(161 °F) per 15 secondi; questo metodo istantaneo risulta molto meno dannoso per le carat-
teristiche organolettiche del latte rispetto al metodo in batch.

La determinazione dei parametri del trattamento termico, e in particolare la combinazio-
ne tempo/temperatura, viene stabilita sulla base del tempo di morte termica (TDT, thermal
death time) dei microrganismi patogeni non sporigeni, che nel latte presentano una maggio-
re resistenza al calore. Prima del 1950, il metodo LTLT prevedeva il riscaldamento del latte
a circa 62 °C (143 °F) per 30 minuti, sulla base del TDT di Mycobacterium tuberculosis; tut-
tavia, dopo la scoperta dell’agente eziologico della febbre Q (Coxiella burnetti) e della sua
presenza nel latte delle specie bovine, caprine e ovine, il metodo LTL è stato modificato in
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modo da prevedere il riscaldamento a 63 °C (145 °F) per 30 minuti, in funzione del TDT di
questo patogeno. Nel latte correttamente pastorizzato, normalmente l’enzima fosfatasi alca-
lina viene distrutto 77.

Un altro trattamento termico è quello UHT (ultra-high temperature), che consente non
solo la distruzione delle forme patogene non sporigene, ma anche la riduzione del numero di
alcune forme sporigene. In genere, il trattamento viene effettuato somministrando calore a
135-140 °C (275-284 °F) per pochi secondi (il trattamento minimo è di 130 °C per 1 secon-
do). Il latte intero UHT, confezionato asetticamente in contenitori sterili, è considerato com-
mercialmente sterile e presenta una shelf life di 40-45 giorni a 4,4 °C (40 °F )7. Alcuni sosten-
gono che il latte UHT intero sia più saporito, probabilmente a causa della formazione di alcu-
ni prodotti della reazione di Maillard. 

Nonostante il latte pastorizzato non contenga forme patogene sporigene, esso non può
essere considerato sterile. È stata studiata l’efficacia sia del trattamento LTLT sia di quello
HTST nella distruzione della sottospecie micobatterica associata all’insorgenza nell’uomo
del morbo di Crohn (questo argomento sarà esaminato nel paragrafo relativo alle patologie
causate dal latte).

Molti, se non tutti, i batteri Gram-negativi (in particolar modo gli psicrotrofi) vengono
distrutti insieme a diversi Gram-positivi. I batteri Gram-positivi termodurici – appartenenti
ai generi Enterococcus, Streptococcus (specialmente S. salivarius subsp. thermophilus),
Microbacterium, Lactobacillus, Mycobacterium, Corynebacterium – e quasi tutte (se non
tutte) le forme sporigene sopravvivono. Tra i superstiti vi sono inoltre diverse specie psicro-
trofe appartenenti al genere Bacillus 46.

7.3.2  Microflora totale del latte

In teoria il latte secreto dalla mammella di una vacca sana non dovrebbe essere contaminato
da alcun tipo di microrganismo; tuttavia, il latte appena munto in genere non è sterile, tanto
che sono spesso rinvenute conte microbiche comprese tra diverse centinaia e qualche miglia-
ia di ufc/mL. La contaminazione deriva, in alcuni casi, dal trasferimento del latte attraverso
i dotti galattofori e, in altri, dalla presenza di microrganismi nelle estremità inferiori dei
capezzoli. Sebbene nel latte prodotto da vacche sane la conta aerobia su piastra sia general-
mente <10 3 ufc/mL, non sono rari valori anche di 10 4 ufc/mL51.

7.3.3  Patogeni del latte

Poiché il latte è un’eccellente fonte di nutrienti e poiché gli animali da latte possono ospita-
re microrganismi responsabili di patologie nell’uomo, non sorprende che il latte crudo possa
costituire un veicolo di malattie. Alcune delle più ovvie, qui riportate, sono tipiche patologie
animali che possono colpire anche l’uomo (zoonosi) attraverso il consumo di latte di vacca:

brucellosi antrace
tubercolosi listeriosi
salmonellosi febbre Q
campilobatteriosi morbo di Crohn (?)
coliti enteroemorragiche infezioni stafilococciche/streptococciche (mastiti)

Prima della diffusione dell’impiego dei dispositivi di mungitura meccanica, il latte crudo
è stato un veicolo sia di malattie respiratorie (per esempio, la difterite) sia di infezioni ente-
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riche (per esempio, la febbre tifoide). Inoltre, il latte raccolto in contenitori aperti, durante le
operazioni di mungitura, può essere contaminato da individui infetti (o portatori sani) attra-
verso colpi di tosse o, semplicemente, attraverso il contatto con le mani. In seguito alla sco-
perta della correlazione diretta tra il consumo di latte crudo e i casi di scarlattina, difterite e
febbre tifoide registrati agli inizi del Novecento, il Board of Health della città di New York
introdusse, nel 1910, l’obbligo del trattamento di pastorizzazione del latte. L’approvazione
di tale legge fu la conseguenza di una grande epidemia di febbre tifoide verificatasi a New
York l’anno precedente e ricondotta a una fornitura di latte contaminato da individui porta-
tori del microrganismo responsabile59. Gli agenti eziologici di tutte le malattie sopra elenca-
te vengono distrutti dal trattamento di pastorizzazione del latte.

Nonostante la grande diffusione del processo di pastorizzazione, il latte continua a rappre-
sentare un veicolo di diverse patologie.

Non sorprende, per esempio, che nel latte venga rinvenuto l’agente eziologico della cam-
pilobatteriosi, in quanto quest’ultimo è tipicamente presente nelle feci bovine. In un’indagi-
ne condotta nel Wisconsin, su 108 campioni provenienti da grossi serbatoi di latte crudo
solamente uno è risultato positivo per C. jejuni, mentre i campioni di feci derivanti da vac-
che di categoria A sono risultati positivi per la presenza dello stesso microrganismo nel 64%
dei casi15. Nei Paesi Bassi, invece, su 904 campioni di feci bovine e sullo stesso numero di
campioni di latte crudo la presenza di C. jejuni è stata riscontrata, rispettivamente, nel 22%
e nel 4,5% dei casi 6. Helicobacter pylori non è stato isolato da 120 campioni di latte bovino
crudo; inoltre quando il microrganismo è stato addizionato a latte sterile, poi refrigerato alla
temperatura di 4 °C, la sua presenza non è stata rinvenuta dopo 6 giorni 36.

Nel 2001, il consumo di latte crudo proveniente da un allevamento di categoria A ha cau-
sato nel Wisconsin un’epidemia di 75 casi di campilobatteriosi10. Tra il 1973 e il 1992, 46
epidemie e 1.733 casi di gastroenterite sono stati ricondotti a latte crudo e segnalati al Cen-
ter for Disease Control and Prevention degli Stati Uniti. Il 57% dei 1.733 casi è stato provo-
cato da Campylobacter, il 26% da Salmonella e il 2% da E. coli O157:H7 32. Nei 28 dei 50
Stati dell’Unione in cui è consentita la vendita di latte crudo circa l’1% delle epidemie cau-
sate da latte, verificatesi negli anni passati, è stato ricondotto al consumo di latte crudo. Il
trasporto e la vendita interstatali di latte crudo sono stati vietati negli Stati Uniti nel 1987. Il
consumo di latte è stato anche la causa di alcune delle prime epidemie di listeriosi nell’uo-
mo (vedi capitolo 25).

Sebbene le epidemie associate a prodotti lattiero-caseari possano originare dalla diffusio-
ne di ceppi virulenti attraverso il latte, tale meccanismo non è stato sempre confermato. In
una ricerca è stato osservato che L. monocytogenes veniva eliminata attraverso il latte pro-
veniente dal capezzolo anteriore sinistro di una mucca mastitica, mentre era assente nel latte
ottenuto dagli altri capezzoli non infetti 21. In alcuni Stati, situati sulla costa nord occidenta-
le del Pacifico, sono stati analizzati i serbatoi di latte derivante da 474 vacche: L. monocyto-
genes è risultata presente nel 4,9% dei casi nel 2000, mentre l’anno successivo la percentua-
le di campioni positivi è stata del 7,0%; in entrambi gli anni il sierotipo 1/2a è stato quello
rinvenuto con maggiore frequenza49.

Anche Yersinia enterocolitica è stata spesso isolata in diversi studi condotti su campioni
di latte crudo; la prima epidemia documentata causata da questo microrganismo si è registra-
ta negli Stati Uniti ed è stata ricondotta al consumo di latte al cioccolato (questo episodio è
trattato in maggiore dettaglio nel capitolo 28). Nel Wisconsin, su 100 campioni di latte
crudo, 12 sono risultati positivi per Y. enterocolitica, solo 1 campione è risultato positivo tra
quelli pastorizzati 47. Su 219 campioni di latte crudo esaminati in Brasile, 37 (16,9%) conte-
nevano Listeria spp. e 71 (32,4%) Y. enterocolitica 75. Il 13,7% di 280 campioni di latte pasto-
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rizzato è risultato positivo per Yersinia spp., con il 41,5% confermato come Y. enterocolitica.
Quest’ultima specie è molto comune nel latte crudo, mentre Y. frederiksenii risulta essere
quella maggiormente presente nel latte pastorizzato (56,1% dei casi)75.

Le due più grandi epidemie di salmonellosi verificatesi negli Stati Uniti sono state provo-
cate da latte e da gelato e saranno discusse nel capitolo 26.

Per quanto riguarda la presenza di aflatossina M1 (AFM1), in Messico è stato condotto uno
studio su 290 campioni di latte pastorizzato e ultrapastorizzato (2 litri ciascuno), delle 7 mar-
che più diffuse, che differivano per il tenore in grasso. Sono stati riscontrati livelli di AFM1

≥ 0,05 μg/L e ≥ 0,5 μg/L rispettivamente nel 40 e nel 10% dei campioni, con valori compre-
si tra 0 e 8,35 μg/L nel 40% dei campioni in cui la concentrazione era più bassa e nel 10%
di quelli con concentrazione più alta 9. Il latte con tenore di grasso più elevato aveva una pro-
babilità lievemente maggiore di contenere AFM1

9.
Una ricerca condotta nella zona orientale del Tennessee ha analizzato il contenuto di E.

coli O157:H7 in campioni di feci, derivanti da bovine riformate, e in campioni di latte, pro-
veniente dai serbatoi di raccolta; 8 campioni di feci su 415 (2%) e 2 campioni di latte su 268
(0,7%) sono risultati positivi a questo microrganismo 50. Almeno un’epidemia di E. coli
O157:H7 è stata ricondotta al consumo di latte crudo (vedi il capitolo 27).

Desta continua preoccupazione la possibile presenza nel latte del batterio responsabile
della malattia di Johne o paratubercolosi (tipica del bestiame), che sembra essere implicato
anche nel morbo di Crohn, una patologia che colpisce l’uomo. I microrganismi in questione
sono classificati come segue. Mycobacterium avium subsp. avium: è causa di tubercolosi
negli uccelli e può infettare i pazienti affetti da AIDS; M. avium subsp. paratuberculosis: è
un patogeno obbligato dei ruminanti e si pensa sia coinvolto nell’eziologia del morbo di
Crohn; M. avium subsp. silvaticum: è un patogeno obbligato degli animali, è responsabile di
paratubercolosi nei mammiferi e di tubercolosi negli uccelli 74. M. avium subsp. paratuber-
culosis è il ceppo di maggiore interesse in relazione al latte di vacca, per il possibile coin-
volgimento nel morbo di Crohn; è, quindi, di primaria importanza capire se il trattamento di
pastorizzazione adottato è adeguato per distruggere il microrganismo. In uno studio è stato
osservato che, in tutti i campioni di latte esaminati, né il metodo HTST né quello LTLT sono
stati in grado di distruggere concentrazioni di 103-10 4 ufc/mL di questo microrganismo 25, ma
in un’altra ricerca un trattamento HTST attuato alla temperatura di 72 °C per 15 secondi è stato
sufficiente per distruggere concentrazioni fino a 10 6 ufc/mL69.

Il morbo di Crohn è una malattia infiammatoria dell’intestino (ileite regionale), che inte-
ressa l’ileo terminale e a volte l’intestino cieco e il colon ascendente, che si presentano spes-
so ispessiti e ulcerati; il notevole restringimento del lume intestinale della regione interes-
sata porta a una conseguente occlusione intestinale. In un’indagine, condotta nel Regno
Unito per circa 17 mesi, nel periodo 1999-2000, su 814 campioni di latte bovino, il 7,8 e
l’11,8%, rispettivamente, di latte crudo e pastorizzato sono stati trovati positivi per il DNA
di M. avium subsp. paratuberculosis 23. La conferma colturale è stata ottenuta nell’1,6% dei
campioni di latte crudo e nell’1,8% dei campioni di latte pastorizzato. I campioni di latte
pastorizzato esaminati in questo studio erano fosfatasi negativi. In un’altra ricerca su latte
di vacca crudo e pastorizzato, sempre effettuata nel Regno Unito, M. avium subsp. paratu-
berculosis è stato rinvenuto in 4 (6,7%) dei 60 campioni di latte crudo e in 10 (6,9%) dei
144 campioni di latte pastorizzato 24. I ricercatori hanno rilevato microrganismi vitali in cam-
pioni di latte sottoposti a quattro diversi tipi di trattamento, incluso il riscaldamento a 73 °C
per 25 secondi.

È stata anche studiata l’evoluzione di questo microrganismo nel formaggio sottoposto a
stagionatura73. Secondo la FDA, le regole da seguire per produrre un formaggio sicuro dal

Capitolo 7  -  Latte, fermentazione e prodotti lattiero-caseari fermentati e non fermentati 169



punto di vista igienico-sanitario sono due: 1) usare esclusivamente latte pastorizzato, 2)
lasciare stagionare il formaggio per almeno 60 giorni a 2 °C. Nello studio citato è stato ricer-
cato il numero di cellule vitali presenti in un formaggio bianco a pasta molle, prodotto a par-
tire da latte pastorizzato, preparato variando il pH e il contenuto in NaCl e inoculato con con-
centrazioni di 106 cellule di M. avium subsp. paratuberculosis; le analisi sono state effettua-
te dopo un periodo di stagionatura definito. Nel formaggio prodotto a partire da latte pasto-
rizzato HTST, con pH 6, concentrazione di NaCl del 2% e lasciato maturare per 60 giorni si
è osservata una riduzione decimale di 3 unità logaritmiche delle cellule di M. avium subsp.
paratuberculosis 73. In una revisione sul morbo di Crohn, Harris e Lammerding31 sono arri-
vati alla conclusione che le evidenze causa-effetto non sono ancora sufficienti per determi-
nare il coinvolgimento di M. avium subsp. paratuberculosis in questa patologia.

7.3.4  Alterazioni

In quanto unica fonte naturale del disaccaride lattosio, il latte subisce un’alterazione micro-
bica unica nel suo genere. A differenza di quanto si verifica per il saccarosio e il maltosio,
infatti, solo un numero relativamente piccolo di batteri comunemente presenti nel latte è in
grado di ottenere energia da questo zucchero (specie a temperatura di refrigerazione), e i bat-
teri lattici sono particolarmente adatti per svolgere questo compito. Tra i batteri Gram-nega-
tivi, i coliformi sono i maggiori utilizzatori di lattosio. L’alterazione batterica del latte crudo
o pastorizzato determina una produzione iniziale di acido lattico, da parte di questi e altri uti-
lizzatori di lattosio, con conseguente abbassamento del pH (da circa 6,6 fino a 4,5) e preci-
pitazione della caseina (coagulazione). I ceppi termodurici di Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus utilizzano preferenzialmente il glucosio derivante dalla degradazione del latto-
sio e rilasciano galattosio, che costituisce un substrato pronto per i microrganismi che non
utilizzano il lattosio. 

L’alterazione del latte UHT è causata da specie di Bacillus, che sono in grado di sopravvi-
vere al trattamento termico. Grazie al potenziale Eh relativamente elevato del latte, la presen-
za di spore anaerobie non sembra costituire un problema. Tra le specie del genere Bacillus iso-
late da prodotti alterati vi sono B. cereus, B. licheniformis, B. badius e B. sporothermodurans 56.
Il genere Paenibacillus è stato rinvenuto anche in prodotti UHT. Durante la conservazione a
freddo del latte pastorizzato, Bacillus weihenstephanensis provoca la “coagulazione dolce” a
causa della sua particolare attività peptidasica e proteasica. L’alterazione del latte UHT può
manifestarsi in seguito all’azione di lipasi e proteasi prodotte da alcune forme psicrotrofe,
particolarmente resistenti al trattamento al calore, presenti nel latte crudo. Per ulteriori appro-
fondimenti su questo argomento, si rimanda al riferimento bibliografico 18.

La filamentosità, che può talora manifestarsi nel latte crudo, è causata da Alcaligenes
viscolactis, la cui crescita è favorita dalle basse temperature alle quali il latte crudo viene
mantenuto per diversi giorni. Il filamento di consistenza mucillaginosa, prodotto dalle cellu-
le batteriche, è in grado di conferire al prodotto una consistenza viscosa.

7.4  Probiotici e prebiotici

La definizione di probiotico risale alla metà degli anni Sessanta ed è stata modificata duran-
te lo scorso decennio. In genere si tratta di un prodotto contenente microrganismi vivi e vita-
li, il cui consumo si ritiene abbia effetti benefici sulla salute. L’ingestione di microrganismi
vitali, come quelli dello yogurt e del latte fermentato, è alla base del significato originario.
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Il termine probiotico è stato adottato anche per molti prodotti in grado di produrre diversi
benefici clinici, pur non contenendo cellule vive. Un esempio di ciò è dato dall’attenuazio-
ne dei sintomi dell’intolleranza al lattosio determinata dal consumo di yogurt termizzato (per
approfondimenti, vedi riferimento 54). Una definizione di probiotico comprensiva anche del
significato originario è stata proposta da Salminen e colleghi62. In assenza di organismi vita-
li, è stato anche suggerito il termine “abiotico” 38,68. Per avere una definizione ancora più
ampia, il termine è stato applicato a quei batteri impiegati come agenti di controllo negli
ambienti di acquacoltura 78. Per un esame più dettagliato relativamente ai probiotici, vedi
riferimento 38.

Lo yogurt sembra essere il prodotto probiotico maggiormente consumato (soprattutto
negli Stati Uniti), scelto da alcuni in quanto prodotto fermentato e da altri per i benefici, veri
o presunti, che apporta alla salute. Sebbene le colture starter tipiche dello yogurt siano costi-
tuite da Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e da Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, alcune preparazioni prevedono l’aggiunta di bifidobatteri. Secondo la legislazio-
ne svizzera sulle derrate alimentari di origine animali e lo standard del FIL/IDFR (Interna-
tional Dairy Federation), questi prodotti devono contenere almeno 10 6 ufc/mL cellule vitali,
mentre la Fermented Milk and Lactic Acid Beverages Association giapponese richiede la
presenza di almeno 107 ufc/mL cellule vitali (vedi riferimento 67); in quest’ultimo caso, tut-
tavia, non è chiaro se il numero di cellule si riferisca sia ai batteri lattici sia ai bifidobatteri,
oppure a uno solo di questi gruppi. Quando vengono impiegati nella fermentazione dello
yogurt, i bifidobatteri non sono in grado di sopravvivere durante la conservazione; questi
microrganismi sono anaerobi che necessitano di condizioni di Eh negativo e di valori di pH
prossimi alla neutralità 67. È stato studiato l’effetto del siero, derivante dalle proteine idroliz-
zate del latte, su alcuni batteri probiotici: è emerso che il siero favorisce inizialmente lo svi-
luppo di Bifidobacterium longum e di due specie di lattobacilli, ma che dopo 28 giorni a tem-
peratura di frigorifero i microrganismi probiotici raggiungono concentrazioni pari a quelle
presenti nel latte di controllo 45.

Le spore vitali di Bacillus spp. vengono anch’esse impiegate come probiotici; le tre spe-
cie utilizzate più frequentemente sono B. clausii, B. pumilus e B. cereus in concentrazione di
circa10 9/g. Sono stati dimostrati effetti positivi sulla salute, che sembrano dovuti alle pro-
prietà immunogeniche delle spore e non a quelle delle cellule vegetative. 

L’influenza di tre colture starter sulla sopravvivenza di Yersinia enterocolitica nello
yogurt è illustrata in figura 7.3, nella quale la rapida acidificazione degli starter provoca una
riduzione di ben 5 unità logaritmiche in 72 ore, mentre l’acidificazione lenta comporta un
calo di 5,6 unità logaritmiche in 96 ore 7. Nei prodotti probiotici effetti inibitori di questo tipo
sono in grado di contrastare lo sviluppo di agenti patogeni di origine alimentare e tale
influenza è stata studiata per numerosi patogeni. La riduzione del pH rappresenta uno dei fat-
tori di inibizione, ma anche la produzione di batteriocine e la tossicità di alcuni acidi orga-
nici sono senza dubbio implicati come fattori aggiuntivi; questo aspetto verrà discusso ulte-
riormente nel capitolo 13. Le cause dell’intolleranza al lattosio e la sua diagnosi sono descrit-
te di seguito.

I prebiotici non sono microrganismi, bensì substrati per i batteri probiotici che risiedono
nel colon. Non essendo digeribili, questi substrati attraversano l’intestino tenue; si tratta di
oligosaccaridi – come i fruttoligosaccaridi, di cui l’inulina è un esempio – che vengono
metabolizzati dai bifidobatteri e dai lattobacilli anaerobi (entrambi indigeni del colon). Il
potenziale Eh del colon, infatti, favorisce lo sviluppo e l’attività di questi microrganismi, e
ciò determina un ambiente ostile alla crescita dei microrganismi patogeni aerobi. Diversa-
mente dai probiotici, questi substrati possono essere addizionati a diversi tipi di alimenti che
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non supportano a lungo la vitalità cellulare. Il loro impiego consente di soddisfare le esigen-
ze di colture che possono così persistere nel piccolo intestino.

7.4.1  Intolleranza al lattosio

L’intolleranza al lattosio (malassorbimento del lattosio, ipolattemia intestinale) rappresenta
una condizione normale per il mammifero adulto, compresa la maggior parte degli esseri
umani; i gruppi intolleranti a questo zucchero sono molto più numerosi di quelli che lo tol-
lerano 41. Tra le relativamente poco numerose popolazioni con una maggioranza di adulti che
tollera il lattosio vi sono i nordeuropei, gli americani bianchi e i membri di due tribù noma-
di africane dedite alla pastorizia41. Quando consumano determinate quantità di latte o di
gelato, i soggetti intolleranti al lattosio avvertono immediatamente disturbi quali flatulenza
e diarrea. Questa condizione è legata all’assenza o a quantità ridotte di lattasi intestinale, che
permettono ai batteri del colon di utilizzare il lattosio con produzione di gas. Per determina-
re l’intolleranza al lattosio, viene impiegato un test respiratorio (breath test) che misura la
quantità di idrogeno prodotto e si basa sull’aumento del livello di H2 causato dai batteri anae-
robi e anaerobi facoltativi che utilizzano il lattosio non assorbito.

Secondi alcuni autori il latte acido o acidofilo “dolce” può prevenire i sintomi dell’intol-
leranza al lattosio, mentre altri ritengono sia inefficace. Questo prodotto, sviluppato da M.
L. Speck e colleghi, è un normale latte pastorizzato addizionato di un numero molto elevato
di cellule vitali di L. acidophilus sottoforma di concentrati congelati. Finché il latte rimane
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Figura 7.3 Sopravvivenza di Yersinia enterocolitica nello yogurt, durante la fermentazione a 44 °C e
la conservazione a 4 °C. Lo yogurt è stato preparato utilizzando colture starter in grado di acidifica-
re il prodotto lentamente (YC 180) e rapidamente (YC 470) e una coltura starter d’uso domestico. Le
barre di errore rappresentano la deviazione standard media7. (Copyright © 1998 Institute of Food
Technologists, con autorizzazione)



refrigerato, il microrganismo non si sviluppa, ma quando viene bevuto il consumatore trae
dei benefici legati alla presenza delle cellule vitali di L. acidophilus. Si definisce “dolce” in
quanto è privo della caratteristica acidità del tradizionale latte acidofilo. In una ricerca con-
dotta su 18 pazienti carenti di lattasi è stato osservato che, dopo aver consumato latte inalte-
rato per una settimana e latte acido o acidofilo “dolce” per la settimana seguente, tutti i sog-
getti sono risultati intolleranti a entrambi i tipi di prodotto 52. Il latte privo di lattosio, ormai
molto diffuso, viene prodotto mediante un trattamento con β-galattosidasi. In uno studio con-
dotto sui ratti, i batteri dello yogurt si sono dimostrati poco efficaci nel prevenire il malas-
sorbimento di lattosio. I batteri lattici che colonizzano l’intestino tendono a essere soppres-
si in seguito al consumo di yogurt e ciò ha determinato un cambiamento nelle specie di lat-
tobacilli caratteristiche dell’animale; in particolare, al termine della sperimentazione la
microflora, inizialmente costituita da specie eterofermentanti, presentava soprattutto specie
omofermentanti. Sono stati condotti diversi studi, uno dei quali molto ampio 63, sui possibili
effetti salutari derivanti dai batteri probiotici, sia vitali sia non vitali. Un sintesi di tali effet-
ti è presentata in tabella 7.3.

7.5  Colture starter e prodotti fermentati

I prodotti che saranno considerati in questo paragrafo richiedono l’impiego di appropriate
colture starter. Lo starter lattico rappresenta la coltura starter di base largamente utilizzata
nell’industria dei prodotti lattiero-caseari. Nel processo produttivo di tutti i tipi di formaggio
la produzione di acido lattico è fondamentale, e il fermento lattico è utilizzato proprio a tale
scopo. Gli starter lattici vengono inoltre impiegati nella produzione di burro, siero di latte,
ricotta e panna acida e sono spesso riferiti a tali prodotti (starter del burro, starter del siero e
così via). I fermenti lattici selezionati includono sempre i batteri che convertono il lattosio
ad acido lattico; frequentemente sono impiegate specie quali L. lactis subsp. lactis, L. lactis
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Tabella 7.3 Principali benefici, accertati o presunti, derivanti dai probiotici 38,54,62,63

Benefici Osservazioni

Intolleranza al lattosio Benefici consolidati (vedi testo)
Gastroenteriti acute Incidenza/durata spesso ridotta
Riduzione del colesterolo serico Risultati positivi in vitro; risultati misti in vivo
Riduzione dell’estensione del tumore/ Studi limitati
tasso di sopravvivenza
Riduzione dell’insorgenza di tumori secondari Risultati positivi su studi limitati
Produzione di IFN α, β Risultati positivi su studi limitati
Candidosi vaginali Risultati misti
Effetti antipertensivi Risultati positivi effettivi
Azione preventiva nell’insorgenza di Alcuni effetti positivi dimostrati
cancro al colon
Infezione da Helicobacter pylori Produzione di sostanze inibitorie
Resistenza nei confronti di patogeni enterici Alcuni effetti positivi dimostrati
Diarrea del viaggiatore Effetti positivi riportati
Attenuazione dell’iperplasia del colon Risultati positivi in topi
Aumento della longevità nell’uomo Non ancora provato



subsp. cremoris o L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis. Quando lo sviluppo di sostan-
ze come il diacetile, che influenzano il sapore e l’aroma del prodotto, costituisce una carat-
teristica desiderata del prodotto stesso, lo starter lattico dovrà contenere specie eterolattiche
quali Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
o Leuconostoc mesenteroides subsp dextranicum (per la via metabolica, vedi figura 7.4). Le
colture starter, costituite da ceppi singoli o combinati, possono essere prodotte in notevoli
quantità e conservate mediante congelamento in azoto liquido 20 o mediante liofilizzazione.
In genere i lattococchi rappresentano circa il 90% della popolazione di uno starter lattico per
prodotti lattiero-caseari; una buona coltura starter può convertire la maggior parte del latto-
sio in acido lattico. L’acidità titolabile del prodotto, calcolata come acido lattico, può aumen-
tare fino a 0,8-1,0%, mentre il pH generalmente diminuisce fino a 4,3-4,5 17.

7.5.1  Prodotti fermentati

Burro, siero di latte e panna acida sono generalmente prodotti inoculando la crema di latte
pastorizzata con colture starter e monitorando il processo fino a quando non viene raggiun-
to il valore di acidità desiderato. Nel caso del burro ottenuto inoculando la panna, si proce-
de alla zangolatura della panna acidificata per ottenere il prodotto finale, che viene poi lava-
to, salato e confezionato 55. Il siero di latte, come suggerisce il nome stesso, è il liquido che
si separa dopo l’operazione di zangolatura che porta alla produzione del burro. Il prodotto
commerciale si prepara, solitamente, inoculando il latte scremato con una coltura starter lat-
tica o con sieroinnesto e lasciando riposare fino al raggiungimento del valore di acidità idea-
le. La cagliata risultante viene rotta, mediante agitazione, in piccole particelle, ottenendo il
cosiddetto siero di latte fermentato. La panna acida fermentata viene di norma prodotta
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Figura 7.4 Reazioni che accompagnano la fermentazione acida propionica e la formazione di aceta-
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mediante fermentazione di panna scremata, pastorizzata e omogeneizzata, a opera di colture
starter lattiche. Il sapore acido di questi prodotti è dovuto alla presenza di acido lattico, men-
tre l’aroma e il sapore butirrico al diacetile.

In seguito a un’epidemia di enterite da Campylobacter, verificatasi in Louisiana nel 1995
e attribuita a burro all’aglio, sono stati condotti alcuni studi per valutare l’influenza del-
l’aglio sull’evoluzione di microrganismi patogeni di interesse alimentare nel burro. In una
ricerca il burro aromatizzato con aglio è stato inoculato con circa 104 e 10 6 ufc/g di C. jejuni
e poi mantenuto a 5 o a 21 °C. A 5 °C, dopo 3 ore, in due batch la concentrazione di patoge-
no è diminuita fino a valori <10 ufc/g, mentre in un terzo batch il medesimo risultato è stato
raggiunto dopo 24 ore 82. Nel burro senza aglio C. jejuni è sopravvissuto per 13 giorni a 5 °C;
a 21 °C, la concentrazione di patogeno è diminuita, entro 5 ore, fino a valori < 10 ufc/g in
due batch e fino a 50 ufc/g, in 5 ore, in un terza produzione 82. Complessivamente, nel burro
con l’aglio vengono distrutte fino a 10 5 cellule in poche ore, ma il microrganismo potrebbe
sopravvivere per giorni nel burro refrigerato. In un altro lavoro è stato osservato che nel burro
non salato, con o senza il 20% di aglio, mantenuto per 48 ore a 4,4, 21 o 37 °C , Salmonella,
E. coli O157:H7 e L. monocytogenes non sono in grado di crescere1.

Lo yogurt è prodotto con specifici starter selezionati: colture miste di S. salivarius subsp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus in rapporto 1:1. In coltura mista
i cocchi crescono più rapidamente dei bacilli e sono i principali responsabili delle fasi ini-
ziali di acidificazione, che avvengono con maggiore velocità di quella che si osserva quan-
do le specie vengono fatte sviluppare separatamente. Inoltre, quando cresce in associazione
con S. salivarius subsp. thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus produce
maggiori quantità di acetaldeide (la principale sostanza volatile responsabile del sapore dello
yogurt) 58. I cocchi possono produrre fino allo 0,5% circa di acido lattico, mentre i bacilli ne
producono in percentuale variabile dallo 0,6 allo 0,8% (pH pari a 4,2-4,5). Tuttavia, prolun-
gando il periodo di incubazione, il pH può scendere ulteriormente fino a circa 3,5, con con-
centrazioni di acido lattico prossime al 2% 33.

Lo yogurt è preparato riducendo di almeno un quarto il contenuto di acqua sia del latte inte-
ro sia di quello scremato; ciò può essere ottenuto in autoclave sotto vuoto, dopo la sterilizza-
zione del latte, oppure aggiungendo circa il 5% di latte in polvere, che provoca la riduzione
dell’acqua (effetto condensante). Il latte concentrato viene quindi riscaldato fino a 82-93 °C,
per circa 30-60 minuti, e poi raffreddato fino a circa 45 °C 55. Gli starter dello yogurt vengo-
no oggi addizionati a concentrazioni del 2% circa in volume e incubati a 45 °C per 3-5 ore, al
termine delle quali la temperatura viene abbassata a 5 °C. L’acidità titolabile del prodotto fini-
to deve essere pari a circa 0,85-0,90%; per ottenere tale valore viene interrotta l’incubazione
a 45 °C quando il prodotto in fermentazione raggiunge un’acidità intorno a 0,65-0,70%12. Uno
yogurt di buona qualità si conserva bene per 1 o 2 settimane a 5 °C. I cocchi crescono bene
durante le prime fasi della fermentazione, seguiti poi dai bacilli: dopo circa 3 ore, la concen-
trazione di entrambi i microrganismi dovrebbe essere approssimativamente la medesima.
Un’elevata acidità, per esempio del 4%, può essere raggiunta prolungando la fermentazione
del prodotto: in tal caso i bacilli saranno presenti in numero maggiore rispetto ai cocchi. Infat-
ti, nello yogurt con pH di 4,2-4,4 gli streptococchi tendono a essere inibiti, mentre i lattoba-
cilli possono tollerare valori di pH compresi nell’intervallo 3,5-3,8. L’acido lattico dello
yogurt è sintetizzato in gran parte a partire dal glucosio (più che dal galattosio) derivante dalla
scissione del lattosio. Goodenough e Kleyn 22 hanno rilevato solo tracce di glucosio durante la
fermentazione dello yogurt, mentre la percentuale di galattosio tendeva ad aumentare rispet-
to ai valori iniziali dell’1,2%; nei campioni di yogurt commerciale si riscontravano solo trac-
ce di glucosio, mentre le percentuali di galattosio variavano tra l’1,5 e il 2,5%.
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Lo yogurt appena prodotto contiene di norma intorno a 10 9 microrganismi/g, ma durante
la conservazione a 5 °C – specie se protratta per oltre 60 giorni – questo numero si riduce
fino a 10 6 per grammo 28. Il numero dei bacilli solitamente diminuisce più rapidamente
rispetto a quello dei cocchi. L’aggiunta allo yogurt di frutta non sembra influenzare partico-
larmente la concentrazione dei fermenti lattici 28. Secondo quanto disposto dall’International
Dairy Federation, lo yogurt deve presentare un numero pari o superiore a 10 7 microrgani-
smi/g. Da una ricerca condotta su E. coli O157:H7 è risultato che questo microrganismo non
è in grado di sopravvivere nel latte scremato a pH 3,8 e che è inattivato in modo analogo
nello yogurt, nella panna acida e nel siero di latte 27.

Le caratteristiche antimicrobiche di yogurt, siero di latte, panna acida e formaggio cotta-
ge sono state analizzate inoculando, separatamente, Enterobacter aerogenes ed Escherichia
coli in prodotti commerciali e monitorando questi microrganismi durante la conservazione
dei prodotti a 7,2 °C. Dopo 24 ore, nello yogurt e nel siero di latte è stata osservata una ridu-
zione netta di entrambi i coliformi; dopo 3 giorni nessuna delle due specie è stata rilevata
nello yogurt. Sebbene il numero di coliformi sia diminuito anche nella panna acida, la ridu-
zione è stata meno rapida che nello yogurt. In diversi campioni di formaggio cottage si è
osservato un aumento del numero di coliformi, probabilmente causato dagli elevati valori di
pH riscontrati nei prodotti. Gli intervalli di pH iniziali, dei prodotti presi in esame in questa
ricerca, erano: 3,65-4,40 per lo yogurt, 4,1-4,9 per il siero di latte, 4,18-4,70 per la panna
acida e 4,80-5,10 per i campioni di formaggio cottage.

In un’altra ricerca, condotta nell’Ontario su yogurt commerciale, solo il 15% dei 152 cam-
pioni esaminati presentava un rapporto 1:1 di cocchi e bacilli 5; gli stafilococchi e i colifor-
mi sono stati rinvenuti, rispettivamente, nel 27,6 e nel 14% di questi campioni di yogurt. Il
26% dei campioni presentava una conta di lieviti superiore a 1000/g, e quasi il 12% una
conta di psicrotrofi superiore a 1000/g. In uno studio condotto in Gran Bretagna su campio-
ni di yogurt commerciale non aromatizzato, Davis 12 ha riscontrato per i due starter conte che
variavano da un minimo di 82 milioni fino a un massimo di 1 miliardo per grammo, mentre
i valori di pH erano compresi nell’intervallo 3,75-4,20. L’attività antimicrobica dei batteri
lattici è discussa nei capitoli 3 e 13.

Il kefir è preparato con l’impiego di granuli di kefir, che contengono una o più specie bat-
teriche, in particolare dei generi Acetobacter, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, e
una o più specie di lieviti, dei generi Candida, Kluyveromyces e Saccharomyces. Questi
microrganismi simbionti vengono mantenuti insieme da proteine coagulate19. Le specie più
importanti del genere Lactobacillus presenti nel kefir sono: L. kefiri, L. parakefiri, L. kefira-
nofaciens subsp. kefiranofaciens e L. kefiranofaciens subsp. kefirgranum 76. In particolare, le
ultime due specie sono responsabili della produzione di kefirano (un polisaccaride solubile
in acqua), contenuto per circa il 24% nei granuli di kefir 76. Il kumiss è un prodotto analogo
al kefir, tranne che per il tipo di latte utilizzato, che in questo caso è di cavalla. Le colture di
microrganismi impiegate non sono in forma di granuli e l’alcol prodotto può raggiungere
concentrazioni del 2%.

Il latte acido o acidofilo viene prodotto inoculando L. acidophilus, un ceppo di origine
intestinale, in latte sterile scremato. L’aggiunta dell’1-2% di inoculo è seguita dall’incuba-
zione del prodotto a 37 °C, fino allo sviluppo di una cagliata morbida. Una famosa variante
di questo prodotto, commercializzata negli Stati Uniti, è rappresentata dall’aggiunta di una
coltura di un ceppo di L. acidophilus a latte intero pastorizzato (scremato o parzialmente
scremato al 2%), poi raffreddato in tini e immediatamente imbottigliato. Il pH è quello nor-
male del latte ed è più gradevole al palato rispetto ai prodotti più acidi. La concentrazione di
L. acidophilus dovrebbe essere compresa tra 10 7 e 10 8/mL33. Anche il latte bulgaro è prodot-
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to in modo analogo, utilizzando però come inoculo o coltura starter un ceppo di L. bulgari-
cus, che a differenza di L. acidophilus non è un microrganismo tipico dell’intestino umano.
Un riepilogo delle diverse tipologie di latti fermentati è presentato in tabella 7.4.

Il burro contiene circa il 15% di acqua e l’81% di grasso e solitamente presenta un conte-
nuto di carboidrati e proteine inferiore allo 0,5%. Sebbene non sia un prodotto altamente
deperibile, è suscettibile all’attacco da parte di batteri e muffe. La principale fonte di conta-
minazione microbica del burro è la panna, sia dolce sia acida, sia pastorizzata sia non pasto-
rizzata. È logico attendersi che la microflora del latte intero sia la stessa che si ritrova nella
panna, poiché durante l’affioramento in superficie le goccioline di grasso trascinano con sé
anche i microrganismi. Il processo di trasformazione della panna, sia cruda sia pastorizzata,
utilizzata per la produzione del burro determina una riduzione del numero di tutti i micror-
ganismi presenti, con valori che vanno da 100.000/g nella crema pronta per la lavorazione a
qualche centinaio nel burro salato. Quest’ultimo può contenere fino al 2% di sale e ciò signi-
fica che le gocce d’acqua in esso presenti possono contenerne il 10%, rendendo il prodotto
ancora più ostile nei confronti dei batteri alteranti 33.

I batteri causano due principali tipi di alterazione nel burro. La prima, nota come “odore
di putrido”, è provocata dallo sviluppo in superficie di Pseudomonas putrefaciens. Di norma
questo microrganismo prolifera a temperature comprese tra 4 e 7 °C, causando un’alterazio-
ne che diventa evidente dopo 7-10 giorni. L’odore caratteristico sembra dovuto alla liberazio-
ne di alcuni acidi organici, in particolare all’acido isovalerico. Lo stesso difetto, accompagna-
to dallo sviluppo di un aroma di mela, è anche causato da Chryseobacterium joostei 35. Il
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Tabella 7.4 Alcuni dei più diffusi prodotti ottenuti dalla fermentazione del latte

Alimenti e prodotti Materie prime Microrganismo Luogo di produzione 

Latte acido o acidofilo Latte Lactobacillus acidophilus Diversi Paesi

Latte bulgaro L. delbrueckii subsp. Balcani e altre aree
bulgaricus

Formaggi (stagionati) Cagliata del latte Starter lattici In tutto il mondo

Kefir Latte Lactococcus lactis, Sudest asiatico
L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, Torula spp.

Kumiss Latte crudo Lactobacillus leichmannii, Russia
di cavalla L. delbrueckii subsp.

bulgaricus, Torula spp.

Taette Latte S. lactis var. taette Penisola scandinava

Tarhana* Farina di frumento Fermenti lattici Turchia
e yogurt 

Yogurt** Latte, L. delbrueckii subsp. In tutto il mondo
latte in polvere bulgaricus, S. salivarius

subsp. thermophilus

Biogurt Latte, L. acidophilus In tutto il mondo
latte in polvere L. lactis

* Simile al kishk in Syria e al kushuk in Iran.
** Prodotti analoghi sono: matzoon in Armenia; leben in Egitto; naja in Bulgaria; gioddu in Sardegna; dadhi in India.



secondo tipo più comune di alterazione del burro è l’irrancidimento, dovuto fondamental-
mente all’idrolisi del grasso con liberazione di acidi grassi liberi. Anche lipasi di origine non
microbica possono causare questo tipo di difetto. Il microrganismo responsabile di tale alte-
razione è Pseudomonas fragi, sebbene anche P. fluorescens sia stato in qualche occasione
rinvenuto. I batteri possono causare nel burro tre tipi di alterazioni meno comuni. L’aroma
di malto è un difetto causato dallo sviluppo di Lactococcus lactis var. maltigenes. Un odore
sgradevole e ripugnante è stato descritto e associato in relazione a Pseudomonas mephitica,
mentre P. nigrifaciens è responsabile dell’annerimento del burro. 

Il burro, inoltre, è soggetto piuttosto frequentemente ad alterazioni di natura fungina da
parte di specie appartenenti ai generi Cladosporium, Alternaria, Aspergillus, Mucor, Rhizo-
pus, Penicillium e Geotrichum, in particolar modo da parte di G. candidum (Oospora lactis).
Questi microrganismi possono svilupparsi visibilmente sulla superficie del burro, producen-
do colorazioni diverse a seconda del colore delle loro spore. I lieviti neri del genere Torula
sono anch’essi implicati nei fenomeni di alterazione del colore di questo prodotto. Un’ana-
lisi microscopica del burro ammuffito rivela la presenza di un micelio fungino che si esten-
de a una certa distanza dallo sviluppo visibile. Il contenuto elevato di lipidi e ridotto di acqua
rende il burro più soggetto all’attacco di muffe che di batteri.

Il formaggio cottage invece è suscettibile all’attacco da parte di diversi batteri, lieviti e
muffe. Il tipo di alterazione che si manifesta con maggiore frequenza, e di cui sono respon-
sabili i batteri, è detto “coagulo molle”. I microrganismi più spesso ritenuti responsabili del
deterioramento di questo prodotto appartengono al genere Alcaligenes, sebbene Pseudomo-
nas, Proteus, Enterobacter e Acinetobacter siano anch’essi implicati. Penicillium, Mucor,
Alternaria e Geotrichum sono tutti generi che si sviluppano bene sul formaggio cottage, al
quale impartiscono i caratteristici sapori di stantio, di muffa e di lievito. In uno studio cana-
dese, la shelf life del formaggio cottage destinato al commercio è risultata ridotta per la pre-
senza di lieviti e muffe60. Nonostante il 48% dei campioni di formaggio contenesse colifor-
mi, questi microrganismi non sono proliferati durante la conservazione a 40 °F (4,4 °C) per
circa 16 giorni. (Per maggiori dettagli sui prodotti lattiero-caseari fermentati, si consiglia la
consultazione dei riferimenti bibliografici 53 e 55.)

7.5.2  Formaggi

Per la maggior parte i formaggi sono ottenuti per fermentazione lattica del latte; in generale
il processo produttivo consiste di due fasi principali.

1. Il latte viene preparato e inoculato con uno starter lattico selezionato; lo starter produce
acido lattico che, unitamente all’aggiunta di chimosina, provoca la formazione della caglia-
ta. La tipologia di starter impiegato varia a seconda del tipo di formaggio e della quantità
di calore somministrato alla cagliata. Per l’acidificazione delle cagliate sottoposte a cottu-
ra (fino a una temperatura di 60 °C) viene impiegato S. salivarius subsp. thermophilus, poi-
ché è più resistente al calore rispetto agli starter lattici comunemente utilizzati. Nelle
cagliate sottoposte a un processo di cottura medio possono invece essere utilizzate in com-
binazione le specie S. salivarius subsp. thermophilus e L. lactis subsp. lactis. 

2. La cagliata viene spurgata, pressata e, successivamente, sottoposta a salatura; quindi
viene lasciata maturare in condizioni specifiche a seconda del tipo di formaggio.

Sebbene la maggior parte dei formaggi stagionati sia prodotta grazie all’attività metabo-
lica dei batteri lattici, diversi tipi, ben noti, devono le loro caratteristiche allo sviluppo di altri
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microrganismi. Per esempio, nei formaggi svizzeri vengono frequentemente impiegate col-
ture miste di L. delbrueckii subsp. bulgaricus e di S. salivarius subsp. thermophilus associa-
te a colture di Propionibacterium shermanii o di P. freundenreichii, che vengono aggiunte in
quanto durante il processo di stagionatura contribuiscono alla formazione delle caratteristi-
che sensoriali e delle tipiche occhiature (vedi figura 7.1, C e D, per un quadro sintetico della
via metabolica dei propionibatteri, e figura 7.4 per informazioni più dettagliate). Questi
microrganismi sono stati studiati approfonditamente da Hettinga e Reinbold 34. Per i formag-
gi blu, come il roquefort, la cagliata viene inoculata con spore di Penicillium roqueforti, che
influenza la stagionatura e impartisce la caratteristica venatura blu tipica di questo formag-
gio. In modo simile il latte o la superficie del formaggio camembert vengono inoculati con
spore di Penicillium camemberti. 

Due specie di batteri corineformi, appartenenti al genere Brachybacterium, sono stati iso-
lati dalla superficie dei formaggi francesi gruyère e beaufort 66, ma il ruolo di questi micror-
ganismi nel processo di stagionatura non è chiaro. In uno studio sulla presenza di L. mono-
cytogenes in formaggi a scorza rossa europei (molli, semimolli e duri) il 5,8% dei 329 cam-
pioni esaminati conteneva Listeria spp.; il 6,4 e il 10,6% dei ceppi isolati sono stati attribui-
ti rispettivamente alle specie L. monocytogenes e L. innocua 61. In particolare, in otto cam-
pioni la conta di L. monocytogenes era superiore a 100/cm2, mentre in due campioni la con-
centrazione dello stesso microrganismo raggiungeva le 104 ufc/cm2.

Esistono oltre 400 varietà di formaggi classificate e raggruppate in circa 20 distinte tipo-
logie sulla base della consistenza o del contenuto di umidità e, nel caso di prodotto stagio-
nati, dei microrganismi impiegati per la stagionatura (batteri o muffe). A seconda della con-
sistenza della pasta, vengono riconosciute tre tipologie di formaggi: formaggi duri, semidu-
ri o molli.

Esempi di formaggi duri sono il provolone, il pecorino romano, il parmigiano reggiano, il
gruyère, l’emmentaler e l’edam, tutti stagionati con l’intervento di specie batteriche per un
periodo variabile da 2 a 16 mesi. Tra i formaggi semiduri vi sono il münster, il roquefort, il
limburger e il gouda, che vengono stagionati per un periodo superiore a 1-8 mesi in presen-
za di specie batteriche. Il blu del Moncenisio e il roquefort sono due esempi di formaggi
semiduri stagionati in presenza di muffe per un periodo di 2-12 mesi. Il limburger è un for-
maggio molle maturato in presenza di specie batteriche, mentre il brie e il camembert sono
formaggi molli prodotti con l’impiego di muffe. Tra i formaggi non stagionati vi sono la
ricotta, il fior di latte, la mozzarella e il neufchâtel.

Grazie al basso contenuto di umidità, i formaggi duri e semiduri stagionati sono scarsa-
mente suscettibili all’alterazione operata dalla maggior parte dei microrganismi, ma le muffe
– com’è prevedibile – possono svilupparsi su questi prodotti. Alcuni formaggi stagionati
hanno un potenziale di ossido-riduzione sufficientemente basso da favorire lo sviluppo di
microrganismi anaerobi; non sorprende, quindi, che proprio questi microrganismi siano
responsabili delle alterazioni che si manifestano nei prodotti in cui l’attività dell’acqua ne
consente lo sviluppo. Clostridium spp., specialmente C. pasteurianum, C. butyricum, C.
sporogenes e C. tyrobutyricum, sono stati indicati quali responsabili della comparsa di feno-
meni di gonfiore tardivo nei formaggi.

In particolare, a C. tyrobutyricum è stata imputata la fermentazione butirrica, o gonfiore
tardivo, in formaggi come il gouda e l’emmentaler 40. Con l’aggiunta dello 0,5% di miscele
di polifosfati a lunga catena, lo sviluppo di C. tyrobutyricum è stato inibito per almeno 8
giorni e il microrganismo non è stato rilevato dopo 16-50 giorni (vedi figura 7.5). Con per-
centuali di polifosfati dell’1% la crescita è stata completamente inibita42; ciò era dovuto al
sequestro di ioni Ca2+/Mg2+ da parte dei polifosfati, che nelle cellule provoca un aspetto fila-
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mentoso e lisi. Una specie aerobia produttrice di spore, Paenibacillus polymyxa, è stata indi-
viduata come responsabile di episodi di gonfiore. Questa condizione è provocata dalla pro-
duzione di CO2 a partire da acido lattico.

Nel periodo 1973-1992 negli Stati Uniti si sono registrate 32 epidemie associate al con-
sumo di formaggio, con 1.700 casi e 58 decessi, 52 dei quali causati da L. monocytogenes,
in un’epidemia verificatasi in California nel 1985 4. I formaggi molli sono stati il veicolo più
comune e le improprie modalità di pastorizzazione una delle cause più frequenti.

7.6  Malattie causate da batteri lattici

Sebbene gli effetti benefici dei batteri lattici sulla salute dell’uomo e degli animali siano
indiscutibili, alcuni di questi batteri sono associati a patologie umane. Dalla revisione di
Aguirre e Collins 2 è emerso che, in un periodo di circa 50 anni, sono stati segnalati 68 casi
clinici causati da lattobacilli. Diverse specie di Leuconostoc sono state implicate in 27 casi
di malattia nell’arco di 7 anni, i pediococchi sono stati responsabili di 18 casi in 3 anni e
numerosi casi sono stati ascritti a specie di enterococchi. Questi ultimi sono la terza causa di
infezioni nosocomiali (acquisite in ambito ospedaliero); le due specie rinvenute con maggior
frequenza sono state E. faecalis e E. faecium. 

I batteri lattici sarebbero microrganismi opportunisti, non in grado di provocare infezione
in soggetti in buona salute. In Germania è stato condotto uno studio per determinare la resi-
stenza alla vancomicina nelle specie enterococciche (VRE, vancomycin-resistant enterococ-
ci); analizzando 555 campioni di carne macinata bovina e di maiale è stato osservato che
l’incidenza di VRE nella carne macinata bovina è troppo bassa per essere considerata una
fonte importante di infezioni nosocomiali39.
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Figura 7.5 Inibizione di Clostridium tyrobutyricum durante il processo di produzione del formaggio
spalmabile (miscela di formaggio B) con lo 0,5% e l’1% di polifosfati HBS. (Riprodotto da Loessner
et al.42 con autorizzazione del J Food Protect © 1997 International Association for Food Protection,
Des Moines, IA, USA)
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8.1  Prodotti carnei

I salumi fermentati sono generalmente prodotti stagionati o semistagionati, sebbene alcuni
presentino caratteristiche intermedie. I salumi stagionati o prodotti alla maniera italiana con-
tengono circa il 30-40% di umidità; di norma non vengono affumicati o trattati mediante
calore e sono consumati senza cottura58. La loro preparazione prevede l’aggiunta degli ingre-
dienti per la salagione e degli aromatizzanti alla carne macinata, il riempimento dei budelli
e l’incubazione a circa 26-35 °C (80-95 °F) per periodi di tempo variabili. I tempi di incuba-
zione sono di solito più brevi quando sono impiegate colture starter selezionate. Tra gli
ingredienti per la salagione addizionati all’impasto, vi sono il glucosio, come substrato per i
microrganismi fermentanti, e nitrati e/o nitriti come antimicrobici e stabilizzanti del colore.
Quando vengono utilizzati solo nitrati, è necessario che il salame contenga specie batteriche
in grado di ridurli a nitriti; in genere si tratta di micrococchi presenti nella microflora natu-
rale o addizionati all’impasto. Dopo l’incubazione, durante la quale ha luogo l’attività fer-
mentativa, i prodotti vengono posti in camere di asciugatura, con il 55-65% di umidità rela-
tiva, per periodi variabili tra 10 e 100 giorni oppure, nel caso del salame di tipo ungherese,
fino a 6 mesi47. I salami Genova e Milano sono altri esempi di prodotti stagionati. 

In uno studio condotto sui salami stagionati è stato osservato che il pH si riduce da 5,8 a
4,8, durante i primi 15 giorni di stagionatura, per poi rimanere costante 36. In nove differenti
marche commerciali di salumi stagionati gli autori della ricerca hanno riscontrato valori di
pH variabili tra 4,5 e 5,2, con una media di 4,87. In merito ai cambiamenti della microflora,
che si verificano durante la fermentazione dei salumi preparati senza l’impiego di starter,
Urbaniak e Pezacki 82 hanno osservato una prevalenza complessiva dei microrganismi omofer-
mentanti; in particolare, L. plantarum è stata la specie isolata con maggiore frequenza. Duran-
te i sei giorni di incubazione, gli eterofermentanti – quali L. brevis e L. buchneri – sono aumen-
tati per effetto delle variazioni di pH e di Eh determinate dall’attività degli omofermentanti. 

La preparazione dei salumi semistagionati è essenzialmente uguale a quella dei prodotti
stagionati, tranne per il fatto che il periodo di stagionatura è più breve. Essi contengono il
50% circa di umidità e vengono affinati portandone la temperatura interna a 60-68 °C (140-
154 °F) durante l’affumicatura. Alcuni esempi di prodotti semistagionati sono la coppa di 60
giorni, i “salumi estivi” (summer sausage) e la mortadella affumicata di Lebanon. Con la
definizione “salumi estivi” si indicano quei prodotti tradizionali – stagionati o semistagiona-
ti – originari del nord Europa, preparati, conservati e maturati nei mesi più freddi per essere
consumati durante la stagione estiva. 
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La mortadella di Lebanon (originariamente prodotta nell’omonima località della Pennsyl-
vania) è un tipico salume semistagionato; è ottenuto da sola carne di manzo fortemente affu-
micata e speziata e può essere prodotto utilizzando colture starter di Pediococcus cerevi-
siae19. La preparazione prevede l’aggiunta, alla carne di manzo tagliata a cubetti, del 3%
circa di NaCl, oltre a zucchero, aromatizzanti, nitrati e/o nitriti. La carne salata viene lascia-
ta maturare a temperatura di refrigerazione per circa 10 giorni, durante i quali è favorito lo
sviluppo dei batteri lattici naturalmente presenti, o dei ceppi starter, ed è inibito quello dei
Gram-negativi. Una maggiore attività microbica accompagnata da un certo grado di disidra-
tazione si verifica durante l’affumicatura a temperature più alte. Per la mortadella di Leba-
non è stato studiato un processo di produzione controllato52, che prevede la maturazione
della carne bovina salata a 5 °C per 10 giorni, seguita da 4 giorni di affumicatura a 35 °C, in
condizioni di elevata umidità relativa (UR). La fermentazione del prodotto può essere com-
piuta sia dalla microflora naturalmente presente nella carne, sia da starter selezionati di P.
cerevisiae o P. acidilactici. L’acidità può arrivare allo 0,8-1,2% 8,57.

Il rischio associato al consumo di salumi fermentati preparati in ambito domestico con
modalità improprie è stato confermato da un’epidemia di trichinellosi: su 50 persone che
avevano consumato salame estivo non sottoposto a cottura, 23 hanno contratto la malattia 62.
Il salame era stato prodotto in 2 giorni diversi, in 3 partite, seguendo una ricetta di famiglia
che prevedeva l’affumicatura a freddo, ritenendo che la bassa temperatura favorisse aroma e
sapore migliori. Tutte le partite contenevano carne di bovino allevato in proprio. In aggiun-
ta, due partite consumate dalle vittime contenevano carne di maiale: in una la carne prove-
niva da allevamenti controllati dall’USDA, nell’altra da maiale allevato in proprio. Le larve
di Trichinella spiralis sono state trovate solo nella carne di maiale controllata dall’USDA.
Questo microrganismo può essere distrutto da un trattamento termico, purché la temperatu-
ra all’interno del prodotto arrivi almeno a 60 °C (140 °F) (vedi capitolo 29).

Nella produzione di salumi stagionati i lattobacilli producono amminopeptidasi che deter-
minano la formazione di amminoacidi liberi dalle proteine; gli amminoacidi contribuiscono
allo sviluppo del sapore tipico di questi prodotti. Lactobacillus sakei produce decarbossilasi
che danno luogo alla formazione di ammine biogene: questi composti possono inibire le ammi-
nopeptidasi, riducendo così lo sviluppo del sapore dei salumi stagionati (vedi riferimento 71) 

È stato osservato che i salumi fermentati prodotti senza l’aggiunta di starter selezionati
contengono un numero elevato di lattobacilli, quali L. plantarum 20. L’impiego di colture
selezionate di P. cerevisiae consente di ottenere prodotti più ricercati19,36. In uno studio su
salumi fermentati prodotti per la vendita, Smith e Palumbo77 hanno riscontrato conte aerobie
in piastra di 107-108/g, con prevalenza di batteri lattici. Il pH finale dei prodotti era compre-
so tra 4,0 e 4,5, quando erano impiegati starter lattici, e tra 4,6 e 5,0 quando non erano impie-
gati starter. Per i salumi estivi sono stati riportati valori di pH di 4,5-4,7 dopo 72 ore di fer-
mentazione 2. Gli autori di questa ricerca hanno osservato che la fermentazione a 30 e 37 °C
consente di raggiungere un pH finale più basso rispetto a quello ottenuto a 22 °C e che il
livello di acidità è direttamente correlato alla quantità di acido lattico prodotto. Nel corso
della stagionatura, il pH dei salumi fermentati può aumentare di 0,1-0,2 unità per l’eventua-
le azione tamponante dovuta alla produzione di composti basici 90. Il pH finale raggiunto al
termine dell’attività fermentativa dipende dal tipo di zucchero addizionato. Sebbene il glu-
cosio sia il più utilizzato, è stato osservato che il saccarosio è uno zucchero fermentiscibile
altrettanto efficace per ottenere bassi valori di pH 1. L’influenza di uno starter concentrato
congelato (P. acidilactici) sulla fermentazione di diversi zuccheri addizionati è illustrata in
figura 8.1. In uno studio è stato dimostrato che l’impiego di colture starter di Lactobacillus
gasseri per la fermentazione della carne nella preparazione dei salumi è efficace per preve-
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nire la formazione di enterotossine da parte di Staphylococcus aureus 6. L. gasseri si è rive-
lata più efficace di altre 5 specie di Lactobacillus. 

Prima della fine degli anni Cinquanta per la fermentazione dei salumi si ricorreva all’ag-
giunta di un inoculo derivante da una precedente lavorazione, oppure si favoriva lo svilup-
po dei microrganismi desiderati naturalmente presenti nelle materie prime. Fino a non
molto tempo fa la preparazione di questi, come quella di numerosi altri prodotti fermenta-
ti, rappresentava un’arte più che una scienza. Con l’avvento delle colture starter pure non
solo i tempi di produzione si sono ridotti, ma è stato possibile ottenere prodotti più unifor-
mi e sicuri 25. Sebbene le colture starter siano impiegate da molti anni nell’industria lattie-
ro-casearia, il loro utilizzo a livello mondiale in numerosi altri prodotti fermentati si è dif-
fuso solo recentemente e presenta grandi prospettive. Per esempio, “Micrococcus aurantia-
cus” è stato impiegato in associazione con altri starter nella produzione di alcune tipologie
di salumi europei47. L’aggiunta di specie dei generi Micrococcus o Staphylococcus, in par-
ticolare S. carnosus, alle colture di batteri lattici rappresenta una pratica comune in Euro-
pa. Le specie non lattiche riducono i nitrati a nitriti e producono catalasi che favoriscono lo
sviluppo dei batteri lattici.
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Figura 8.1 Tasso di riduzione del pH durante la fermentazione di salumi contenenti dallo 0% all’1%
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Le muffe sono note in quanto contribuiscono alla qualità dei salumi stagionati prodotti
alla maniera europea, come i salami italiani. In un ampio studio sui funghi presenti nei pro-
dotti carnei stagionati, Ayres e colleghi7 hanno riscontrato 9 specie di penicilli e 7 di asper-
gilli sui salumi fermentati, concludendo che questi microrganismi svolgono un ruolo impor-
tante nella conservazione di questa tipologia di prodotti. È stato riscontrato un numero infe-
riore di specie di muffe appartenenti ad altri generi. Uno studio sui salumi a fermentazione
naturale prodotti nell’Italia settentrionale ha dimostrato che la microflora fungina è costitui-
ta per il 96% da penicilli e per il 4% da aspergilli 5. Oltre il 95% della popolazione microbi-
ca iniziale era costituito da lieviti. Dopo 2 settimane il rapporto tra lieviti e muffe era circa
50 :50, ma dopo 4-8 settimane le muffe rappresentavano più del 95% della microflora 5. Il
50% della popolazione fungina era costituito da Penicillium nalgiovensis. L’aggiunta di
Penicillium camemberti e P. nalgiovensis, allo scopo di prevenire lo sviluppo di muffe pro-
duttrici di micotossine durante la salagione dei salami crudi stagionati, è risultata più effi-
cace del sorbato di potassio11. 

Nel sud degli Stati Uniti vengono prodotti prosciutti artigianali salati a secco. Durante il
periodo di salagione e stagionatura, che va da 6 mesi a 2 anni, sulla superficie del prodotto
ha luogo un abbondante sviluppo di muffe. Sebbene Ayres e colleghi7 abbiano osservato che
la presenza di muffe è casuale e che il buon risultato della stagionatura non dipende dalla
loro presenza, è assai probabile che alcuni aspetti dello sviluppo dell’aroma di questi prodot-
ti siano legati a una crescita consistente di tali microrganismi e in misura minore a quella dei
lieviti. L’abbondante crescita di muffe, ostacolando l’attività dei batteri patogeni e alteranti,
contribuisce alla conservazione del prodotto. Ayres e colleghi hanno osservato che aspergil-
li e penicilli sono le muffe predominanti nei prosciutti artigianali 7.

La lavorazione dei prosciutti artigianali viene effettuata all’inizio della stagione inverna-
le; la prima fase prevede lo sfregamento con zucchero della superficie esposta della carne.
Dopo un certo periodo di tempo, tutte le parti non coperte dalla cotenna vengono strofinate
con NaCl; i prosciutti vengono quindi incartati, racchiusi singolarmente in sacchetti di coto-
ne e lasciati distesi su un piano per diversi giorni a una temperatura compresa tra 32 e 40 °C.
Infine vengono appesi per l’estremità dello stinco in locali di stagionatura per almeno 6 set-
timane; durante tale periodo possono essere esposti al fumo di legno di noce americano, ma
l’affumicatura non è essenziale per un prodotto pregiato.

I prosciutti artigianali prodotti secondo la tradizione italiana subiscono solo il trattamen-
to con NaCl. La salatura dura circa un mese, il prodotto viene poi lavato, asciugato e lascia-
to stagionare per 6-12 mesi o più 33. Sebbene il numero di batteri alofili e alotolleranti aumen-
ti durante la stagionatura dei prosciutti italiani, in generale si ritiene che la microflora svol-
ga solo un ruolo secondario56. In Europa, le muffe sono un fattore critico nella produzione di
prodotti sicuri e di alta qualità, quali i salami e i prosciutti, come quelli di Parma e di Serra-
no, prodotti in Italia e Spagna. (Per informazioni più dettagliate sulle colture starter impie-
gate per la carne e le formulazioni dei salumi fermentati, con la descrizione degli ingredien-
ti utilizzati nella salatura dei prosciutti artigianali, si consigliano i riferimenti 6 e 57.)

8.2  Prodotti ittici

I prodotti ittici fermentati sono piuttosto diffusi in Asia, dove gli alimenti derivanti dalla
pesca contribuiscono all’apporto proteico della dieta umana più di quanto accade nella mag-
gior parte del mondo occidentale. Di seguito sono trattate solo due tipologie di prodotti itti-
ci fermentati: salse e paste. 
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Le salse di pesce sono molto popolari nel sudest asiatico, dove sono conosciute con nomi
diversi, come ngapi (Birmania), nuoc-man (Cambogia e Vietnam), nam-pla (Laos e Tailan-
dia), ketjap-ikan (Indonesia) e altri. La produzione di alcune di esse comincia con l’aggiun-
ta di sale ai pesci non eviscerati, con un rapporto sale :pesce di circa 1 :3. Il pesce salato
viene quindi trasferito in contenitori di fermentazione in cemento, costruiti sotto il livello del
suolo, oppure in recipienti di terracotta che vengono interrati. In entrambi i casi, i contenito-
ri vengono riempiti e sigillati per almeno 6 mesi per consentire la liquefazione dei pesci. Al
termine di tale periodo, il prodotto liquefatto viene recuperato, filtrato, trasferito in conteni-
tori di terracotta e lasciato stagionare al sole per 1-3 mesi. Il prodotto finito è ambrato o mar-
rone scuro ed è caratterizzato da aroma e sapore particolari 70. In uno studio sulla salsa di
pesce fermentata tailandese, dall’inizio alla fine del processo il pH variava da 6,2 a 6,6, con
un contenuto di NaCl del 30% circa e un periodo di fermentazione di oltre 12 mesi 70. Que-
sti parametri, unitamente a una temperatura di fermentazione relativamente elevata, favori-
scono lo sviluppo di aerobi sporigeni alofili, che costituiscono i microrganismi predominan-
ti in questo tipo di prodotti. Sono stati riscontrati in minore quantità streptococchi, micrococ-
chi e stafilococchi che sembrano coinvolti, insieme a Bacillus spp., nello sviluppo dell’aro-
ma e del sapore. Certamente le proteasi presenti nel pesce contribuiscono in parte alla lique-
fazione del prodotto. Sebbene la temperatura e il pH della fermentazione rientrino pienamen-
te negli intervalli di crescita di numerosi microrganismi indesiderati, la sicurezza di questi
prodotti è dovuta all’elevata concentrazione di NaCl (30-33%). 

Anche gli impasti di pesce fermentati sono diffusi in Asia meridionale, ma in questi pro-
dotti il ruolo dei microrganismi fermentanti sembra minimo. Tra i numerosi prodotti ittici fer-
mentati, paste di pesce e salse di pesce, vi sono: mam-tom (Cina); mam-ruoc (Cambogia);
bladchan (Indonesia); shiokara (Giappone); belachan (Malesia); bagoong (Filippine); kapi,
hoi-dong, pla-mam, nam-pla, pla-ra, pla-chom e pla-com (Thailandia); fessik (Africa). Anche
il kung-chom è prodotto in Thailandia ed è ottenuto dalla fermentazione dei gamberi.

Le salse di soia sono condimenti fermentati di diversi vegetali. Normalmente, i materiali
vegetali subiscono prima una fermentazione fungina e, successivamente, una fermentazione
in salamoia, a opera di specie appartenenti al genere Tetragenococcus. Nella salsa di soia
cinese vengono utilizzati esclusivamente i semi di soia, mentre in Giappone vengono impie-
gati sia la soia sia il grano. T. halophilus, che può tollerare fino al 18% di NaCl, è attivo nelle
salamoie impiegate per la produzione di salsa di soia 68. Tetragenococcus muriaticus è stato
isolato dalla salsa fermentata di fegato di seppia72; questa specie può crescere in presenza di
concentrazioni di NaCl comprese tra 1 e 25% e produce istamina. Alcune salse di soia sono
prodotte mediante idrolisi acida dei semi di soia.

8.3  Pane e prodotti da forno

La preparazione del pane a pasta acida (come quello di San Francisco) è simile in numerosi
Paesi. Storicamente, lo starter impiegato per questo prodotto è rappresentato dalla microflora
naturale del lievito da panificazione (fermento acido o madre, in cui una parte di ogni impa-
sto viene conservata per fungere da starter per la lavorazione successiva). Il lievito di birra
contiene in genere una miscela di lieviti e batteri lattici. Nell’impasto acido di San Francisco
il lievito isolato è stato identificato come Saccharomyces exiguus (Candida holmii 80), mentre
i batteri sono rappresentati da Lactobacillus sanfranciscensis, L. fermentum, L. fructivorans,
alcuni ceppi di L. brevis e L. pontis 89. La specie batterica più importante è L. sanfranciscensis,
che fermenta preferenzialmente il maltosio rispetto al glucosio e richiede estratto di lievito
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fresco e acidi grassi insaturi34. L’acidificazione è dovuta agli acidi prodotti da questi batte-
ri, mentre il lievito è responsabile della lievitazione, sebbene parte della CO2 sia prodotta
dalla microflora batterica. Il pH dell’impasto acido varia tra 3,8 e 4,5; sono prodotti sia
acido acetico sia acido lattico e al primo si deve il 20-30% dell’acidità totale 40. Lactobacil-
lus paralimentarius è un altro batterio tipico delle paste acide15.

Le paste acide sono classificate in tre gruppi, ognuno caratterizzato da un’attività micro-
bica fermentativa differente. Le paste acide di tipo I sono fermentate a 20-30 °C e le due spe-
cie più importanti sono L. sanfranciscensis e L. pontis. Quelle di tipo II sono prodotte utiliz-
zando il tradizionale lievito per panificazione, i batteri lattici dominanti sono L. pontis e L.
panis, più un numero variabile (da uno a nove) di altre specie di lattobacilli. Infine, le paste
acide di tipo III comprendono prodotti disidratati delle fermentazioni tradizionali (vedi rife-
rimento 21). Le paste acide greche di frumento appartengono al tipo I; il gruppo di batteri
che attua la fermentazione di questo prodotto tradizionale comprende L. sanfranciscensis, L.
brevis, L. paralimentarius e Weissella cibaria 21. Tra gli altri microrganismi trovati in alcune
paste acide vi sono Candida humilis, Dekkera bruxellensis, S. cerevisiae e S. uvarum. 

L’idli è un prodotto fermentato simile al pane diffuso nel sud dell’India; è ottenuto da riso
e mungo nero (fagioli urd). I due ingredienti vengono reidratati separatamente in acqua per
3-10 ore e successivamente macinati in proporzioni variabili, miscelati e lasciati fermentare
tutta la notte. Il prodotto fermentato e lievitato viene cotto a vapore e servito caldo e potreb-
be ricordare un impasto acido per panificazione cotto a vapore78. Durante la fermentazione,
il pH cala da 6,0 circa fino a 4,3-5,3. In un interessante studio, dopo 20 ore di fermentazio-
ne il pH dell’impasto è risultato uguale a 4,7 ed era associato al 2,5% di acido lattico, calco-
lato sul peso della farina asciutta 46. Nei loro studi sull’idli, Steinkraus e colleghi78 hanno
riscontrato, dopo 20-22 ore di fermentazione, conte batteriche totali di 10 8-10 9 ufc/g; la mag-
gior parte dei microrganismi era costituita da cocchi Gram-positivi o da corti bastoncini, con
L. mesenteroides singola specie più abbondante, seguita da E. faecalis. La lievitazione del-
l’idli è dovuta a L. mesenteroides e questo è l’unico caso noto nel quale un batterio lattico
svolge tale ruolo nella produzione di pane fermentato naturalmente46. I risultati di questo stu-
dio hanno confermato il lavoro di altri ricercatori, che avevano sostenuto che i fagioli urd
costituiscono una fonte di batteri lattici più importante rispetto al riso. L. mesenteroides rag-
giunge il suo valore massimo dopo 24 ore, mentre E. faecalis comincia a crescere solo dopo
20 ore. Tra gli altri microrganismi probabilmente coinvolti nel processo fermentativo vi sono
L. delbrueckii subsp. delbrueckii, L. fermentum e Bacillus spp69. P. cerevisiae diventa attivo
solo dopo 30 ore di fermentazione dell’idli. Il prodotto di solito non viene fermentato per più
di 24 ore, poiché la massima attività lievitante si ha entro tale intervallo e poi tende a ridur-
si. Quando l’idli viene lasciato fermentare più a lungo si produce una maggiore acidità; è
stato osservato che l’acidità totale (espressa come grammi di acido lattico per grammo di
cereale secco) aumenta dal 2,71% dopo 24 ore al 3,70% dopo 71 ore, mentre il pH scende da
4,55 a 4,10 nello stesso periodo 65. (Reddy e colleghi65 hanno trattato approfonditamente la
fermentazione dell’idli.)

8.4  Prodotti vegetali

8.4.1  Crauti

I crauti sono ottenuti dalla fermentazione del cavolo cappuccio fresco; gli starter microbici
utilizzati per la loro produzione sono di solito quelli normalmente presenti sul vegetale stes-
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so. L’aggiunta di 2,25-2,5% di sale limita l’attività dei batteri Gram-negativi e favorisce lo
sviluppo di bastoncini e cocchi lattici. Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum
e Leuconostoc fallax sono le tre specie lattiche dominanti nella produzione dei crauti; le due
specie di Leuconostoc presentano tempo di generazione e ciclo di vita più brevi. L’attività
dei cocchi normalmente cessa quando l’acidità arriva allo 0,7-1,0%. Le fasi finali della pro-
duzione dei crauti sono condotte da L. plantarum e L. brevis, ma anche P. cerevisiae e E. fae-
calis possono contribuire allo sviluppo del prodotto. L’acidità totale finale è generalmente
dell’1,6-1,8%, con l’1,0-1,3% di acido lattico e un pH compreso tra 3,1 e 3,7. 

Le alterazioni microbiche dei crauti ricadono generalmente nelle seguenti categorie: crau-
ti molli, crauti viscosi, crauti marci e crauti rosa. Il rammollimento dei crauti si verifica
quando le specie batteriche che normalmente si sviluppano solo nelle fasi finali della produ-
zione cominciano a proliferare in anticipo. I crauti divengono invece viscosi a causa del rapi-
do sviluppo di Lactobacillus cucumeris e L. plantarum, in particolar modo a temperature ele-
vate. Il marciume dei crauti può essere provocato da batteri, muffe e/o lieviti, mentre l’ano-
mala colorazione rosa è causata dalla crescita in superficie di Torula spp., in particolare di T.
glutinis. A causa dell’elevata acidità, il prodotto finito viene solitamente alterato da muffe
che si sviluppano in superficie; la crescita di questi microrganismi determina un incremento
del pH fino a valori che consentono la proliferazione di numerosi batteri, prima inibiti dalle
condizioni di elevata acidità.

8.4.2  Olive

Le olive fermentate (spagnole, greche o siciliane) vengono prodotte grazie alla naturale
microflora presente sulle olive verdi, rappresentata da un’ampia varietà di batteri, lieviti e
muffe. La fermentazione delle olive è abbastanza simile a quella dei crauti, ma il processo è
più lento, prevede un trattamento con soda e può richiedere l’aggiunta di starter selezionati.
I batteri lattici divengono dominanti durante gli stadi intermedi di fermentazione. L. mesen-
teroides e P. cerevisiae sono le prime specie lattiche che diventano predominanti; sono segui-
te da lattobacilli, i più importanti dei quali sono L. plantarum e L. brevis 87.

La fermentazione delle olive è preceduta da un trattamento con soda, che viene aggiunta
alle olive verdi in percentuali variabili dall’1,6 al 2%, a seconda della tipologia di frutto; il
processo viene condotto a 21-25 °C per 4-7 ore allo scopo di rimuovere parte del sapore
amaro di questi frutti. Dopo la completa rimozione della soda, mediante ammollo e lavaggio,
le olive verdi vengono trasferite in barili di rovere e poste in salamoia, in modo da mantene-
re il livello salinometrico costantemente a 28-30°. Può essere necessario inoculare L. plan-
tarum, in quanto il trattamento con soda determina la distruzione di gran parte dei microrga-
nismi. La fermentazione può durare da 6 a 10 mesi; il prodotto finale ha un pH di 3,8-4,0,
dovuto alla produzione di acido lattico fino all’1%.

Tra i diversi tipi di alterazione microbica cui le olive sono soggette, una delle più caratte-
ristiche è la cosiddetta zapatera; questa condizione, che si manifesta talora nelle olive in
salamoia, è caratterizzata da una fermentazione maleodorante. L’odore sgradevole sembra
dovuto all’acido propionico prodotto da alcune specie di Propionibacterium 61. Oltre all’aci-
do propionico, possono essere prodotti anche acidi formico, butirrico, succinico, isobutirri-
co, n-valerico e cicloesancarbossilico, come pure metanolo, etanolo, 2-butanolo e n-butano-
lo (vedi riferimento bibliografico 31). 

Secondo uno studio sul rammollimento delle olive verdi di tipo spagnolo, questa alterazio-
ne sarebbe causata dai lieviti Rhodotorula glutinis var. glutinis, R. minuta var. minuta e R.
rubra 88, tutti produttori di poligalatturonasi, responsabile del rammollimento dei tessuti delle

Capitolo 8  -  Alimenti e prodotti fermentati non lattiero-caseari 191



olive. In opportune condizioni colturali, si è visto che i microrganismi producono pectina
metilesterasi, come pure poligalatturonasi. Patel e Vaughn55 hanno dimostrato che l’alterazio-
ne della cuticola delle olive mature della California era causata da Cellulomonas flavigena;
questa specie presentava un’elevata attività cellulosolitica, che veniva incrementata dalla cre-
scita di altri microrganismi, quali Xanthomonas, Enterobacter e Escherichia spp. 

È stato dimostrato che durante il trattamento con salamoia ha luogo la produzione di alcu-
ne ammine biogene, in particolare nelle olive verdi di tipo spagnolo 32. Le ammine ritrovate
comprendevano cadaverina, istamina, tiramina, triptamina e putrescina; quest’ultima era pre-
sente in maggiori concentrazioni dopo 3 mesi di trattamento con salamoia, le altre ammine
sono state rilevate nei campioni dopo 12 mesi 32.

8.4.3  Cetrioli fermentati

Questi prodotti sono ottenuti dalla fermentazione dei cetrioli freschi; come avviene per la
produzione dei crauti, la coltura starter è rappresentata in genere dalla normale microflora
presente sul vegetale stesso. Nella produzione naturale dei sottaceti sono coinvolti i seguen-
ti batteri lattici, elencati in ordine crescente di prevalenza: L. mesenteroides, E. faecalis, P.
cerevisiae, L. brevis e L. plantarum. Tra questi, i pediococchi e L. plantarum sono le specie
di maggiore rilievo; per la sua capacità di produrre gas, L. brevis rappresenta una specie
indesiderata. Nei sottaceti, come pure nei crauti, L. plantarum è la specie più importante.

Durante la lavorazione i cetrioli selezionati sono posti in recipienti di legno contenenti
salamoia, con concentrazione iniziale del 5% circa di NaCl (20° salinometrici). Durante le 6-
9 settimane di fermentazione, la concentrazione della salamoia viene aumentata gradualmen-
te, fino a raggiungere un valore di circa 60° salinometrici (15,9% NaCl). Oltre a esercitare un
effetto inibitorio nei confronti dei batteri Gram-negativi indesiderati, il sale estrae dai cetrio-
li l’acqua e i costituenti idrosolubili, come gli zuccheri, che vengono convertiti in acido latti-
co dai batteri lattici. Il prodotto risultante al termine del processo è un cetriolo salato, dal
quale si possono ottenere diverse preparazioni fermentate (prodotti sottaceto o agrodolci,
salse con mostarda ecc.). 

La comune tecnica per la produzione di cetrioli in salamoia è in uso da molti anni, ma
spesso comporta rilevanti perdite economiche a causa di alterazioni dei prodotti quali rigon-
fiamenti, rammollimento e alterazione del colore. È stata messa a punto la fermentazione
industriale controllata dei cetrioli in salamoia; oltre a ridurre le perdite economiche, questo
processo consente di ottenere un prodotto più uniforme in tempi più brevi. La fermentazio-
ne controllata prevede l’impiego di salamoia clorurata a 25° salinometrici, l’acidificazione
con acido acetico, l’aggiunta di acetato di sodio e l’inoculo con P. cerevisiae e L. plantarum,
oppure solo con quest’ultima specie. L’andamento di una fermentazione della durata di 10-
14 giorni è rappresentato in figura 8.2.

Con un pH finale intorno a 4,0, i cetrioli sono soggetti all’attacco da parte di batteri e
muffe. L’annerimento può essere causato da Bacillus nigrificans, che produce un pigmento
scuro solubile in acqua. Enterobacter spp., lattobacilli e pediococchi sono invece stati con-
siderati responsabili dell’alterazione conosciuta come “rigonfiamento”, dovuta alla forma-
zione di gas all’interno dei cetrioli. Il rammollimento di questi prodotti è provocato dal-
l’azione di microrganismi pectolitici appartenenti ai generi Bacillus, Fusarium, Penicillium,
Phoma, Cladosporium, Alternaria, Mucor, Aspergillus e altri; tale alterazione può essere
causata da uno o più di questi microrganismi o da altri a essi correlati. Il rammollimento
risulta dalla produzione di pectinasi, che degradano le sostanze cementanti presenti nella
parete cellulare del prodotto.
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8.5  Birra, ale, vino, sidro e distillati

8.5.1  Birra e ale

La birra convenzionale e la ale (a fermentazione alta) sono bevande a base di malto prodot-
te mediante il processo di birrificazione; una fase fondamentale di tale processo è costituita
dalla fermentazione dei carboidrati a etanolo. Poiché la maggior parte dei carboidrati conte-
nuti nei cereali impiegati per la birrificazione è presente sotto forma di amido, e poiché i lie-
viti fermentanti non producono amilasi per degradare l’amido, per la produzione della birra
è necessario fornire malto o altre fonti esogene di amilasi, affinché l’amido venga idrolizza-
to in zuccheri. Il malto, che rappresenta la fonte di amilasi (ma possono anche essere utiliz-
zate amilasi fungine), viene preparato facendo germinare le cariossidi dell’orzo. Nel proces-
so sono coinvolte sia le β- sia le α-amilasi; l’azione delle α-amilasi determina la liquefazio-
ne dell’amido, mentre le β-amilasi incrementano la formazione di zucchero. Schematicamen-
te, il processo di birrificazione ha inizio con la miscelazione di malto, luppolo e acqua. Al
malto possono essere aggiunti altri cereali e prodotti da essi derivati, zuccheri e altri carboi-
drati che costituiscono sostanze fermentiscibili del processo. Il luppolo viene aggiunto in
quanto fonte di tannini (pirogallolo e catecolo), resine, oli essenziali e altri costituenti, allo
scopo di precipitare le proteine instabili durante la bollitura del mosto di malto e di assicu-
rare stabilità biologica; inoltre contribuisce alla formazione del caratteristico sapore amaro-
gnolo e dell’aroma complessivo del prodotto. Il processo durante il quale il malto e gli altri
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ingredienti vengono disciolti e riscaldati e gli amidi digeriti è detto ammostatura. La frazio-
ne solubile dei materiali ammostati viene invece definita mosto di malto (paragonabile al
koji). In alcuni birrifici alla miscela vengono aggiunti lattobacilli, che producendo acido lat-
tico abbassano il pH del mosto; la specie generalmente impiegata a tale scopo è L. delbruec-
kii subsp. delbrueckii 39.

Il mosto e il luppolo vengono miscelati e bolliti per 1,5-2,5 ore per consentire l’inattivazio-
ne degli enzimi, l’estrazione delle sostanze solubili del luppolo, la precipitazione delle protei-
ne coagulabili, la concentrazione e la sterilizzazione del mezzo. Al termine della bollitura il
mosto viene filtrato, raffreddato e fermentato. La fermentazione del mosto, ricco di zuccheri,
viene condotta mediante inoculo di S. cerevisiae. La birra ale risulta dall’attività di lieviti che
fermentano in superficie (top fermentation), che riducono il pH fino a valori di circa 3,8; i lie-
viti (ceppi di S.“carlsbergensis”) che fermentano in profondità (bottom fermentation) danno
invece origine alle birre lager e ad altre tipologie caratterizzate da valori di pH di 4,1-4,2. La
fermentazione alta viene completata in 5-7 giorni, mentre la fermentazione bassa richiede 7-
12 giorni. Prima di essere commercializzati, i prodotti appena fermentati vengono maturati e
addizionati di CO2 fino a raggiungere valori di 0,45-0,52%. Per distruggere i microrganismi
alteranti, la birra può essere pastorizzata a 60 °C (140 °F). Quando sono presenti batteri lat-
tici, nelle birre prodotte con fermentazione alta si rinvengono più comunemente lattobacilli,
in quelle prodotte con fermentazione bassa pediococchi39.

Le alterazioni delle birre e delle ale prodotte a livello industriale sono comunemente indi-
cate come malattie della birra e sono causate da lieviti e batteri. Questi fenomeni alterativi
possono essere classificati in quattro gruppi: filamentosità (o filosità o viscosità), male della
sarcina, inacidimento e torbidità. La filamentosità, nella quale il liquido diviene viscoso e
scorre come un olio, è causata da Acetobacter, Lactobacillus, Pediococcus cerevisiae e Glu-
conobacter oxydans (in passato Acetomonas) 26,64,91. Il male della sarcina è causato da P. cere-
visiae, responsabile dell’odore di miele; questo odore caratteristico risulta dalla combinazio-
ne tra il diacetile prodotto dal microrganismo alterante e il normale odore della birra. L’ina-
cidimento della birra è causato da specie del genere Acetobacter, che ossidano l’etanolo ad
acido acetico, determinando un aumento della concentrazione di quest’ultimo. La torbidità e
lo sviluppo di odori sgradevoli sono provocati da Zymomonas anaerobia (in passato Achromo-
bacter anaerobium) e da diversi lieviti, tra i quali Saccharomyces spp. La crescita di batteri
nella birra è resa possibile dall’intervallo di pH, normalmente intorno a 4-5, e dal buon con-
tenuto di nutrienti utilizzabili.

Alcuni batteri Gram-negativi anaerobi obbligati sono stati isolati da birre alterate e dal
sedimento (deposito di cellule sul fondo al termine della fermentazione); le sei specie isola-
te appartengono a quattro generi:

Megasphaera cerevisiae Selenomonas lacticifex
Pectinatus cerevisiiphilus Zymophilus paucivorans
P. frisingensis Z. raffinosivorans

Tranne M. cerevisiae, tutte queste specie producono acidi acetico e propionico; S. lactici-
fex produce anche lattato73. Sebbene M. cerevisiae produca quantità trascurabili di acidi ace-
tico e propionico, produce grandi quantità di acido isovalerico in aggiunta a H2S 23. Di questi
microrganismi, il primo a essere associato alle alterazioni della birra è stato P. cerevisiiphilus,
isolato nel 1978 da birra torbida e maleodorante 43; da allora è stato rinvenuto non solo nei
birrifici statunitensi, ma anche in diversi Paesi europei e in Giappone. Tra le caratteristiche
inusuali di questi microrganismi, come responsabili dell’alterazione della birra, vi è la rea-
zione alla colorazione di Gram e l’essere anaerobi obbligati. In precedenza si riteneva che
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l’alterazione della birra fosse causata soprattutto da batteri lattici e acetici e da lieviti. Mega-
sphaera e Selenomonas sono note come appartenenti alla microflora del rumine. Oltre agli
acidi organici già ricordati, Pectinatus spp. producono H2S e acetoino; le birre più suscetti-
bili al loro attacco sono quelle con contenuto di alcol inferiore al 4,4%.

Considerando le alterazioni che si manifestano nelle birre confezionate in bottiglia, uno
dei contaminanti più frequenti è Saccharomyces diastaticus, che – a differenza dei normali
lieviti della birra (S. “carlsbergensis” e S. cerevisiae) – è in grado di utilizzare le destrine39.
L’alterazione della birra è talvolta causata da pediococchi, Flavobacterium proteus (in pas-
sato Obesumbacterium) e Brettanomyces.

8.5.2  Vini

I vini sono ottenuti dalla normale fermentazione alcolica di uve sane, seguita da una fase di
invecchiamento. Numerosi altri frutti, tra cui pesche e pere, possono essere fermentati per pro-
durre vino, ma in questo caso il vino prende il nome dal frutto: per esempio vino di pesca, vino
di pera eccetera. Poiché la frutta è ricca di zuccheri fermentiscibili, non è necessario l’impie-
go di fonti esogene di amilasi, come avviene invece nel caso dei cereali utilizzati per produr-
re birra o whiskey. La produzione del vino ha inizio con la selezione delle uve adatte, che ven-
gono quindi pigiate e trattate con solfiti (per esempio metabisolfito di potassio), per ritardare
lo sviluppo di batteri acetici, lieviti selvaggi e muffe. Il succo derivante dalla pigiatura del frut-
to, chiamato mosto, viene inoculato con ceppi da vinificazione selezionati di S. “ellipsoideus”.
La fermentazione viene lasciata proseguire per 3-5 giorni a una temperatura compresa tra 21
e 32 °C (tra 70 e 90 °F); un buon ceppo di lievito può produrre fino al 14-18% di etanolo58.
Dopo la fermentazione il vino viene travasato per allontanare le fecce o i sedimenti, che con-
tengono bitartrato di potassio (cremor tartaro). La chiarificazione e lo sviluppo delle caratte-
ristiche sensoriali hanno luogo durante la conservazione e il processo di maturazione.

I vini rossi sono prodotti lasciando fermentare inizialmente il mosto in presenza delle
bucce, operazione che consente l’estrazione del pigmento nel succo; i vini bianchi invece
sono ottenuti da mosto privato delle bucce.

Lo champagne – vino frizzante ottenuto mediante fermentazione secondaria del vino – è
prodotto aggiungendo zucchero, acido citrico e colture starter di lieviti specifici alle bottiglie
di un vino per lo più bianco, precedentemente preparato e selezionato. Dopo tappatura e gab-
biettatura, le bottiglie vengono conservate in posizione orizzontale, a idonea temperatura, per
circa 6 mesi; quindi vengono mosse, agitate e lasciate invecchiare per un periodo di tempo
che può arrivare a 4 anni. La sedimentazione finale delle cellule di lievito e dei tartrati viene
accelerata riducendo la temperatura del vino fino a valori inferiori a 15 °C e mantenendola
per 1-2 settimane. La chiarificazione dello champagne si ottiene facendo sì che i sedimenti
sul fondo si raccolgano vicino al tappo, operazione che richiede 2-6 settimane, durante le
quali le bottiglie vengono ruotate frequentemente; infine il sedimento raccolto nel collo della
bottiglia viene congelato e fatto fuoriuscire con una brevissima rimozione del tappo. 

I vini sono soggetti ad alterazioni causate da batteri e lieviti; tra questi ultimi la specie più
importante è Candida valida, che si sviluppa sulla superficie del vino, formando una sottile
pellicola. Questa specie attacca l’alcol e altri costituenti, dando luogo a un’alterazione cono-
sciuta come fioretta. Tra i batteri responsabili di alterazioni del vino, vi sono specie del gene-
re Acetobacter, che ossidano l’alcol ad acido acetico (producendo aceto). La più grave e più
diffusa malattia del vino è definita girato ed è causata da microrganismi anaerobi o anaero-
bi facoltativi, che utilizzano gli zuccheri e sembrano prediligere un basso contenuto alcoli-
co. Questo difetto è caratterizzato da un aumento di acidità volatile e da una lieve torbidità;
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nelle fasi più avanzate dell’alterazione compaiono odore e aroma sgradevoli (per esempio,
di “topo”), dovuti alla presenza di Brettanomyces spp., frequenti nei Bordeaux. 

La fermentazione malolattica è un’alterazione dei vini di particolare rilievo. Gli acidi mali-
co e tartarico sono tra gli acidi organici più abbondanti nel mosto d’uva e nel vino; nella fer-
mentazione malolattica i batteri contaminanti degradano l’acido malico ad acido lattico e CO2

l’acido-L-malico può anche essere decarbossilato a produrre acido piruvico41. Questa con-
versione determina la riduzione dell’acidità e influenza l’aroma del vino. La fermentazione
malolattica (che può avvenire anche nel sidro) viene attuata da numerosi batteri lattici, com-
presi leuconostoc, pediococchi e lattobacilli63. Sebbene il ruolo della fermentazione malolat-
tica per i microrganismi fermentanti non sia ancora del tutto chiaro, è stato osservato che lo
sviluppo di Oenococcus oeni risulta favorito60. Un altro fenomeno indesiderato nei vini è la
degradazione dell’acido tartarico, attuata da alcuni ceppi di Lactobacillus plantarum, secon-
do la reazione

che determina la riduzione dell’acidità del vino. A differenza della fermentazione malolatti-
ca, poche specie di batteri lattici sono in grado di degradare l’acido tartarico. Il rallentamen-
to o l’arresto della fermentazione alcolica del vino è provocato dallo sviluppo di Lactobacil-
lus kunkeei e L. nagelii. 

Oenococcus oeni è un batterio acidofilo in grado di crescere nel mosto d’uva e nel vino a
pH 3,5-3,8, sebbene il pH ottimale nella fase iniziale dello sviluppo sia 4,822. Esso può svi-
lupparsi in presenza del 10% di etanolo, ma necessita di speciali fattori di crescita presenti
nei succhi d’uva o di pomodoro. (Per una trattazione completa, si consiglia il riferimento 44.)

8.5.3  Sidro

Negli Stati Uniti il sidro viene prodotto mediante fermentazione parziale del succo di mela a
opera dei lieviti naturalmente presenti. Le fasi iniziali della produzione del sidro di mela pre-
vedono la selezione, il lavaggio e la macinatura dei frutti. La polpa viene poi pressata per otte-
nere il succo, che viene filtrato e posto in vasche dove ha luogo la sedimentazione delle
sostanze particolate, che richiede di norma 12-36 ore oppure diversi giorni, se la temperatura
viene mantenuta a 4 ,4 °C (40 °F) o meno. Il succo chiarificato è il sidro. Se prevista, la
pastorizzazione viene condotta a 76,7 °C (170 °F) per 10 minuti; il trattamento chimico a
scopo preservativo più utilizzato viene attuato con sorbato di sodio in concentrazione dello
0,10%. La conservazione del sidro può anche essere effettuata mediante refrigerazione o
congelamento. Oltre all’acetaldeide, il prodotto finale contiene piccole quantità di etanolo. Il
mantenimento del sidro non pastorizzato e privo di conservanti a temperatura ambiente,
comporta la trasformazione del prodotto in aceto di sidro e ciò indica che in questi prodotti
sono presenti batteri acetici. La via metabolica dei batteri acetici è riassunta nel capitolo 7 e
in figura 7.1f,g.

Nel loro studio sull’ecologia dei batteri acetici durante la produzione di sidro, Passmore
e Carr53 hanno isolato sei specie di Acetobacter e hanno osservato che quelle che preferisco-
no i substrati zuccherini tendono a essere presenti negli stadi iniziali del processo produtti-
vo, mentre i ceppi più acidotolleranti e capaci di ossidare gli alcoli compaiono dopo che i lie-

acido tartarico  acido lattico + acido ac⎯→ eetico + CO2

L( ) acido malico enzima malo-lattico− ⎯ →⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ + L( ) acido lattico + CO2
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viti hanno effettuato la conversione degli zuccheri in etanolo. Zymomonas spp., batteri
Gram-negativi che fermentano il glucosio a etanolo, sono stati isolati dal sidro, ma si ritiene
che la loro presenza sia scarsamente rilevante. Saccharobacter fermentatus, isolato dal succo
delle foglie di agave, è simile a Zymomonas, poiché fermenta il glucosio a etanolo e CO2

92;
tuttavia la sua presenza e il possibile ruolo nell’alterazione del sidro devono ancora essere
determinati. Zymobacter palmae è stato isolato dalla linfa della palma 51 ed è in grado di pro-
durre etanolo a partire da mannitolo 37.

In seguito a diverse epidemie associate al consumo di sidro di mela, è stato condotto uno
studio sulla carica microbica del sidro prodotto nello Iowa e delle mele provenienti da 21
diversi produttori. Sono stati rilevati i seguenti valori: APC da 15 a > 1,1 × 105/mL; coliformi
da < 1 a 2,1 × 10 3; E. coli < 10/mL18. Semanchek e Golden 75 hanno monitorato l’evoluzione di
E. coli O157:H7 nel sidro di mele durante la fermentazione: dopo 3 giorni a 20 °C, questi
autori hanno osservato una riduzione della concentrazione del microrganismo da un valore
iniziale di 6,4 log10 ufc/mL a < 0,5 log10 ufc/mL, mentre nel sidro non fermentato, dopo 10
giorni a 20 °C, il numero iniziale di E. coli era diminuito solamente fino a valori di 2,9 log10

ufc/mL. Sebbene il pH dei due prodotti non fosse significativamente diverso, nei prodotti
fermentati la concentrazione di etanolo è risultata del 6,1% dopo 10 giorni a 20 °C. Secondo
i due ricercatori la combinazione tra basso valore di pH e presenza di etanolo avrebbe un ruolo
importante nella riduzione del patogeno. In un’altra ricerca sulla sopravvivenza di E. coli
O157:H7 in quattro diverse varietà di mela (Golden Delicious, Red Delicious, Roma e Wine-
sap), il microrganismo si è comportato fondamentalmente nello stesso modo in ognuna delle
varietà considerate 28.

8.5.4  Distillati

I distillati alcolici sono ottenuti mediante distillazione dei prodotti della fermentazione ope-
rata da lieviti su cereali e prodotti derivati, melassa, frutta e prodotti derivati. Whiskey, gin,
vodka, rum, cordiali e liquori sono esempi di distillati alcolici. Sebbene il processo di pro-
duzione della maggior parte di questi prodotti sia abbastanza simile a quello delle birre, il
contenuto di alcol del prodotto finale è considerevolmente più elevato nei distillati. Due tra
i whiskey più diffusi negli Stati Uniti sono il rye e il bourbon. Nel rye la segale e il malto di
segale o la segale e il malto d’orzo sono utilizzati in proporzioni diverse, ma per legge è
richiesto almeno il 51% di segale. Il bourbon è invece ottenuto da mais, malto d’orzo o malto
di frumento, e generalmente da un altro cereale, in diverse proporzioni, ma per legge è
richiesto almeno il 51% di mais. Il mosto è mantenuto acido per controllare i microrganismi
indesiderati; l’acidificazione avviene naturalmente o mediante aggiunta di acido. In genere
la miscela di malto e acqua viene acidificata inoculandola con specie omolattiche, come L.
delbrueckii subsp. delbrueckii, che è in grado di abbassare il pH a circa 3,8 in 6-10 ore 58. Gli
enzimi del malto (diastasi) convertono gli amidi dei cereali cotti in destrine e zuccheri; una
volta completate l’azione della diastasi e la produzione di acido lattico, la miscela viene sot-
toposta a trattamento termico per distruggere tutti i microrganismi; successivamente viene
raffreddata fino a 24-27 °C (75-80 °F) e inoculata con un ceppo di S. cerevisiae per la pro-
duzione di etanolo. Al termine della fermentazione il liquido viene distillato per recuperare
l’alcol e altri composti volatili; queste sostanze vengono lavorate e conservate in condizioni
diverse a seconda del tipo di distillato. Lo scotch whisky è ottenuto principalmente dall’or-
zo ed è prodotto da malto d’orzo essiccato in forni scaldati mediante combustione di torba.
Il rum risulta dalla distillazione di zucchero di canna o melassa fermentati, mentre il brandy
è ottenuto dalla distillazione di vini d’uva o di altri frutti. 
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Tabella 8.1 Alcuni prodotti fermentati e relativi substrati e microrganismi fermentanti

Microrganismi
Prodotti Substrato fermentanti Paese d’origine

Prodotti vari
Bongkrek Polpa di cocco Rhizopus oligosporus Indonesia
Semi di cacao Frutto del cacao Candida crusei Africa, Sud America

(baccello) (Issatchenkia orientalis),
Geotrichum spp.

Caffè in grani Bacche di caffè Erwinia dissolvens, Brasile, Congo, Hawaii,
Saccharomyces spp. India

Gari Manioca “Corynebacterium manihot”, Africa orientale
Geotrichum spp.

Kenkey Mais Aspergillus spp., Ghana, Nigeria
Penicillium spp.,
lattobacilli, lieviti

Kimchi Cavolo, altre verdure Batteri lattici Corea
Miso Semi di soia Aspergillus oryzae, Giappone

Zygosaccharomyces rouxii
Ogi Mais L. plantarum, L. lactis, Nigeria

Zygosaccharomyces rouxii
Olive Olive verdi L. mesenteroides, Tutto il mondo

L. plantarum
Ontjom* Panello di arachidi Neurospora sitophila Indonesia
Peujeum Manioca Muffe Indonesia
Sottaceti Cetrioli P. cerevisiae, Tutto il mondo

L. plantarum
Poi Radici del taro Batteri lattici Hawaii
Crauti Cavolo L. mesenteroides Tutto il mondo

L. plantarum
Salsa di soia (shoyu) Semi di soia A. oryzae o A. sojae, Giappone

Z. rouxii, L. delbrueckii
Sufu Semi di soia Mucor spp. Cina e Taiwan
Tao-si Semi di soia A. oryzae Filippine
Tempeh Semi di soia Rhizopus oligosporus, Indonesia, Nuova Guinea,

R. oryzae Surinam
Bevande e affini
Arrack Riso Lieviti, batteri Estremo Oriente
Birra e ale Mosto di malto Saccharomyces cerevisiae Tutto il mondo
Binuburan Riso Lieviti Filippine
Bourbon whiskey Mais, segale S. cerevisiae Stati Uniti
Birra Bouza Grani di frumento Lieviti Egitto
Birra di kaffir Kaffir corn Lieviti, muffe, Nyasaland (Malawi)

(cereale africano) batteri lattici
Magon Mais Lactobacillus spp. Bantù del Sud Africa
Mezcal Pianta centenaria Lieviti Messico
Oo Riso Lieviti Thailandia
Pulque** Succo di agave Lieviti e batteri lattici Messico, sudest USA
Sake Riso Saccharomyces sake Giappone
Sidro Mele; altri Saccharomyces spp. Tutto il mondo

segue



Il vino di palma, tipico prodotto nigeriano, è una bevanda alcolica consumata ai tropici e
prodotta mediante fermentazione naturale della linfa di palma. La linfa, dolce e di colore
bruno scuro, contiene il 10-12% di zuccheri, principalmente saccarosio. Con il processo di
fermentazione la linfa assume un aspetto bianco lattiginoso dovuto alla presenza di numero-
si batteri e lieviti fermentanti. Questo prodotto è unico nel suo genere, poiché i microrgani-
smi sono vivi quando viene consumato. La fermentazione è stata controllata e studiata da
Faparusi e Bassir 26 e da Okafor 49, che nel prodotto finale hanno riscontrato la prevalenza di
batteri appartenenti ai generi Micrococcus, Leuconostoc, “Streptococcus”, Lactobacillus e
Acetobacter. I lieviti predominanti erano Saccharomyces e Candida spp., il primo dei quali
più comune48. Durante la fermentazione, che richiede 36-48 ore, il pH della linfa diminuisce
drasticamente da 7,0-7,2 a < 4,5. I prodotti della fermentazione sono rappresentati da acidi
organici ed etanolo. Nelle fasi iniziali della fermentazione si osserva un aumento del nume-
ro delle specie dei generi Serratia e Enterobacter, successivamente si sviluppano lattobacil-
li e leuconostoc; dopo 48 ore compaiono anche alcune specie del genere Acetobacter 26,50.

Il sake è una bevanda alcolica comunemente prodotta in Giappone. Il substrato è costitui-
to da amido di riso cotto a vapore, la cui idrolisi – che porta al rilascio di zuccheri – è rea-
lizzata da A. oryzae con produzione del koji. La fermentazione vera e propria viene compiu-
ta da Saccharomyces sake in 30-40 giorni e risulta in un prodotto con il 12-15% di alcol e
circa lo 0,3% di acido lattico58, derivante dall’azione dei lattobacilli sia etero sia omolattici.

Nella tabella 8.1 sono riportati altri prodotti fermentati di questo tipo.
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Microrganismi
Prodotti Substrato fermentanti Paese d’origine

Scotch whisky Orzo S. cerevisiae Scozia
Teekwass Foglie di tè Acetobacter xylinum, Cina, Russia 
(Kombucha) Schizosaccharomyces pombe e altri Paesi
Thumba Miglio Endomycopsis fibuliges India, Bangladesh
Tibi Fichi secchi, Betabacterium vermiforme,

uva secca Saccharomyces intermedium
Vodka Patate Lieviti Russia, Scandinavia

e altri Paesi
Vini Uva e altri frutti Ceppi di Saccharomyces Tutto il mondo

“ellipsoideus”
Vino di palma Linfa di palma Acetobacter spp., Nigeria

batteri lattici, lieviti
Aceto Sidro, vino, riso, Acetobacter spp. Tutto il mondo

mosto di malto

Prodotti da forno
Idli Riso e farina di fagioli L. mesenteroides Sud dell’India
Pane, torte, ecc. Farine di frumento S. cerevisiae Tutto il mondo
Pane di San Francisco Farina di frumento S. exiguus, L. sanfranciscensis Nord della California
Pane acido integrale Farina di frumento L. mesenteroides Svizzera e altri Paesi
di segale 

* N. sitophila è utilizzata per produrre ontjom rosso, R. oligosporus per ontjom bianco.
** Distillato per la produzione di tequila.



Kombucha è un tè preparato a livello casalingo fermentando il tè nero zuccherato con una
coltura mista di batteri e lieviti. Viene consumato da oltre 2000 anni, principalmente in Cina,
Russia e Germania, e alcuni credono che abbia numerosi effetti benefici sulla salute. La fer-
mentazione del tè avviene a temperatura ambiente per 7-10 giorni; il prodotto finale contiene
acidi organici, componenti del tè, vitamine e minerali ed è leggermente frizzante35. Il micror-
ganismo predominante durante la fermentazione è Acetobacter xylinum; tra i numerosi lievi-
ti presenti, vi sono specie dei generi Brettanomyces, Candida, Pichia, Saccharomyces e
Zygosaccharomyces.

8.6  Prodotti vari

I chicchi di caffè, che si sviluppano all’interno di bacche simili a ciliegie, sono circondati
da uno strato esterno carnoso e da un involucro mucillaginoso, che devono essere rimossi
prima che i chicchi possano essere essiccati e tostati. Il metodo umido sembra fornire pro-
dotti di migliore qualità e consiste nella rimozione della polpa e della mucillagine, seguita
dall’essiccamento. Mentre la rimozione della polpa viene effettuata meccanicamente, l’eli-
minazione della mucillagine viene completata mediante fermentazione naturale. Poiché lo
strato mucillaginoso è composto in gran parte da sostanze pectiche29, il ruolo dei microrga-
nismi pectinolitici è significativo per la sua rimozione. Erwinia dissolvens è la specie batte-
rica più importante nella fermentazione delle bacche di caffè nelle Hawaii30 e in Congo83;
Pederson e Breed59 hanno osservato che la fermentazione delle bacche di caffè in Messico e
Colombia viene realizzata da caratteristici batteri lattici (leuconostoc e lattobacilli). Nel loro
studio sulle bacche di caffè condotto nello stato del Mysore, in India, Agate e Bhat 3 hanno
notato che alcuni lieviti pectinolitici (Saccharomyces marxianus, S. bayanus, S. “ellipsoi-
deus” e Schizosaccharomyces spp.) sono predominanti e svolgono un ruolo importante nel
distacco e nella rimozione dello strato mucillaginoso. Le muffe sono comuni sui chicchi di
caffè verde; in uno studio il 99,1% dei prodotti provenienti da 31 Paesi diversi, conteneva
questi microrganismi, generalmente sulla superficie45. Nella popolazione microbica preva-
levano sette specie di aspergilli: A. ochraceus è stata la specie isolata con maggiore frequen-
za dai chicchi prima della disinfezione della superficie, seguita da A. niger e da specie del
gruppo di A. glaucus. Sono state inoltre trovate muffe tossinogene, quali A. flavus e A. ver-
sicolor, così come specie di P. cyclopium, P. citrinum e P. expansum, ma i penicilli sono stati
trovati meno frequentemente degli aspergilli 45. A differenza di quanto si verifica per i semi
di cacao, i microrganismi non contribuiscono allo sviluppo del sapore e dell’aroma dei chic-
chi di caffè.

I semi, o fave, di cacao sono ottenuti dal frutto o dai baccelli della pianta di cacao, pre-
sente in diverse regioni dell’Africa, dell’Asia e del Sud America. Dai semi si ottiene la pol-
vere di cacao, mentre il cioccolato è il risultato del processo di trasformazione. I semi ven-
gono estratti dai frutti e fermentati in ammassi, casse o vasche per 2-12 giorni, a seconda del
tipo e della dimensione. Durante la fermentazione si sviluppano temperature elevate (45-
50 °C) e vengono rilasciate grandi quantità di liquido. Dopo essiccamento al sole o all’aria,
durante il quale il contenuto d’acqua si riduce fino al 7,5% circa, i semi vengono tostati per
sviluppare il sapore e l’aroma caratteristici. La fermentazione avviene in due fasi. Nella
prima gli zuccheri contenuti nella polpa acida (pH 3,6 circa) vengono convertiti ad alcol;
nella seconda l’alcol viene ossidato ad acido acetico. In uno studio, condotto da Camargo e
colleghi16 sui semi di cacao brasiliano, la microflora caratteristica riscontrata il primo gior-
no di fermentazione a 21 °C era costituita da lieviti. Al terzo giorno la temperatura era
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aumentata fino a 49 °C e la conta dei lieviti era diminuita fino a rappresentare non più del
10% della popolazione microbica totale. Al settimo giorno di fermentazione il pH era aumen-
tato da 3,9 a 7,1. L’arresto dell’attività dei lieviti e dei batteri intorno al terzo giorno di fer-
mentazione è dovuta alla temperatura sfavorevole, alla carenza di zuccheri fermentiscibili e
all’aumento della concentrazione di alcol. Sebbene il numero dei batteri acetici risulti ridot-
to per effetto della temperatura elevata, non tutti questi microrganismi vengono distrutti.
L’importanza dell’acido lattico per l’intero processo è stata esaminata da diversi autori 54,66.

In una ricerca la fermentazione del cacao è stata realizzata con una specifica associazio-
ne microbica composta di soli cinque microrganismi, rispetto ai circa 50 isolati durante le
fermentazioni naturali74. Le cinque specie in questione sono: Saccharomyces cerevisiae var.
chevalieri, Lactobacillus plantarum, L. lactis, Acetobacter aceti e Gluconobacter oxidans
subsp. suboxidans. L’inoculo così composto ha portato all’ottenimento di un prodotto molto
simile a quello risultante dalla fermentazione naturale. Il ruolo chiave dei lieviti è quello di
innalzare il pH da 3,2 a 4,2, degradare l’acido citrico presente nella polpa, produrre etanolo
e acidi organici (ossalico, succinico, malico ecc.); questi ultimi determinano la frantumazio-
ne dei cotiledoni dei semi di cacao, liberando sostanze volatili, che contribuiscono allo svi-
luppo del sapore, e riducendo la viscosità della polpa. S. cerevisiae era il microrganismo di
maggiore rilievo durante il processo.

Sebbene i lieviti abbiano un ruolo importante nella produzione di alcol durante la fermen-
tazione dei semi di cacao, la loro presenza sembra ancora più rilevante per lo sviluppo del
gradevole sapore di cioccolato finale dei semi tostati. Levanon e Rossetini42 hanno osserva-
to che gli enzimi endogeni rilasciati per autolisi dei lieviti sono responsabili della formazio-
ne di composti precursori del prodotto finale. L’acido acetico, apparentemente, rende i tegu-
menti dei semi permeabili agli enzimi dei lieviti. È stato dimostrato che l’aroma tipico del
cioccolato si forma solo dopo la tostatura dei semi di cacao e che se questa viene effettuata
su semi non fermentati non produce l’aroma caratteristico. Gli zuccheri riducenti e gli ammi-
noacidi liberi sono in qualche modo coinvolti nella formazione dell’aroma finale del ciocco-
lato67. (Per una trattazione più approfondita, si veda il riferimento 81.)

Il processo produttivo della salsa di soia (o shoyu) consta di due stadi: il primo, detto koji
(analogo alla maltazione della birrificazione) consiste nell’inoculo di semi di soia o di una
miscela di semi e farina di frumento con A. oryzae o A. sojae, seguito da un periodo di svi-
luppo di 3 giorni, che dà luogo alla produzione di grandi quantità di zuccheri fermentescibi-
li, peptidi e amminoacidi. Il secondo stadio, chiamato moromi, prevede l’aggiunta di circa il
18% di NaCl e l’incubazione a temperatura ambiente per almeno un anno, al termine del
quale la salsa di soia è pronta. Durante l’incubazione del moromi, i batteri lattici – in parti-
colare L. delbrueckii subsp. delbrueckii – e i lieviti, tra cui Zygosaccharomyces rouxii, effet-
tuano una fermentazione anaerobia del koji idrolizzato. Colture pure di A. oryzae, per il koji,
e di L. delbrueckii subsp. delbrueckii e di Z. rouxii, per il moromi, consentono di ottenere
salsa di soia di buona qualità 93. 

Il tempeh è un prodotto ottenuto dalla fermentazione dei semi di soia. Sebbene esistano
numerose varianti del processo produttivo, il metodo più diffuso è quello indonesiano, che
consiste nel lasciare i semi in ammollo per una notte intera, per rimuovere il rivestimento o
la pula. Una volta rimosso l’involucro, i semi di soia vengono sottoposti a cottura in acqua
bollente per circa 30 minuti e successivamente distribuiti su graticci di bamboo per farli raf-
freddare e asciugare. Piccole quantità di tempeh, conservate dalla fermentazione precedente,
vengono utilizzate come starter, quindi i semi di soia vengono avvolti in foglie di banana. Gli
involti così preparati sono mantenuti a temperatura ambiente per 1 o 2 giorni, durante i quali
la crescita delle muffe determina la saldatura dei semi in una specie di torta: il tempeh. Si
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può preparare un prodotto eccellente utilizzando sacchetti o tubi di plastica perforati, in cui
la fermentazione si completa in 24 ore a 31 °C 27. Il microrganismo più indicato per la fer-
mentazione è Rhizopus oligosporus, in particolare per il tempeh di frumento. Un buon tem-
peh di soia può essere prodotto impiegando R. oryzae o R. arrhizus. Durante la fermentazio-
ne il pH dei semi di soia aumenta da circa 5,0 fino a 7,5.

Il miso, un prodotto a base di soia fermentata comune in Giappone, viene preparato misce-
lando o macinando i semi di soia cotti (eventualmente a vapore) con koji e sale; l’impasto
viene lasciato fermentare per un periodo variabile da 4 a 12 mesi. Il miso bianco o dolce può
essere fermentato anche per una sola settimana, mentre il prodotto marrone scuro (mame),
considerato di qualità migliore, può richiedere anche 2 anni di fermentazione. In Israele,
Ilany-Feigenbaum e colleghi38 hanno preparato un prodotto simile al miso utilizzando, anzi-
ché semi di soia interi, fiocchi sgrassati di semi di soia, lasciati fermentare per circa 3 mesi.
Il koji utilizzato per questi prodotti è stato preparato facendo crescere A. oryzae in mais, fru-
mento, orzo, miglio o avena, patate, barbabietole da zucchero o banane; secondo gli autori
della ricerca i prodotti ottenuti reggevano bene il confronto con il miso giapponese. Poiché
A. oryzae può produrre sostanze tossiche, il koji è stato preparato mediante fermentazione
del riso con Rhizopus oligosporus a 25 °C per 90 giorni; il prodotto ottenuto è stato conside-
rato un’alternativa accettabile al koji preparato con A. oryzae76.

L’ogi è un cereale di base dello Yorubas, in Nigeria, ed è spesso il primo alimento consu-
mato dai bambini durante lo svezzamento. Di norma viene prodotto lasciando in ammollo le
cariossidi del mais in acqua tiepida per 2-3 giorni; quindi il prodotto viene macinato ancora
umido e vagliato mediante un setaccio. Il materiale passato al setaccio viene lasciato sedi-
mentare e fermentare ed è venduto sotto forma di tortino umido avvolto in foglie. Con l’ogi
fermentato si preparano numerosi piatti10. Durante l’ammollo del cereale diventano predomi-
nanti Corynebacterium spp., che sembrano essere responsabili dell’azione diastasica neces-
saria per lo sviluppo di lieviti e batteri lattici4. Insieme ai corinebatteri sono stati trovati
anche S. cerevisiae e L. plantarum, considerati importanti per la fermentazione tradizionale
dell’ogi, come lo sono Cephalosporium, Fusarium, Aspergillus e Penicillium. La maggior
parte dell’acidità prodotta deriva dall’acido lattico, che abbassa favorevolmente il pH del
prodotto, fino a circa 3,8. I corinebatteri si sviluppano inizialmente e la loro attività cessa
dopo il primo giorno di fermentazione, mentre quella di lattobacilli e lieviti continua. Per la
preparazione dell’ogi è stato sviluppato e testato un nuovo processo, che sembra fornire un
prodotto di qualità migliore rispetto a quello ottenuto con il metodo tradizionale9. La nuova
procedura prevede la produzione di farina mediante macinatura asciutta di mais intero e di
mais decorticato. Dopo l’aggiunta di acqua, la miscela viene cotta, raffreddata e inoculata
con una coltura mista (starter) di L. plantarum, L. lactis e Z. rouxii. Il tutto viene successi-
vamente incubato a 32 °C per 28 ore, nel corso delle quali il pH del mais scende da 6,1 a 3,8.
Questa fase evita l’impiego di batteri per idrolizzare l’amido. Oltre alla riduzione dei tempi
di fermentazione, il processo riduce il rischio di fermentazioni anomale.

Il gari è un alimento base dell’Africa occidentale ed è ottenuto dalle radici della manioca.
Poiché le radici di questo vegetale contengono i glucosidi cianogenici linamarina e lotaustra-
lina, sono tossiche se consumate fresche o crude. La detossificazione può essere effettuata
aggiungendo linamarasi, attiva su entrambi i glucosidi13. Nella pratica le radici sono rese sicu-
re mediante il processo di fermentazione, durante il quale i glucosidi tossici vengono degra-
dati con liberazione di acido idrocianidrico gassoso. Nelle preparazioni casalinghe del gari, la
buccia esterna e la corteccia spessa delle radici della manioca vengono rimosse e la restante
parte viene macinata o grattugiata. La polpa viene successivamente schiacciata, per rimuove-
re il succo residuo, e posta in sacchetti per 3 o 4 giorni per consentire la fermentazione17. Tra
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i microrganismi più importanti per l’attività fermentativa vi sono L. plantarum, E. faecium e
Leuconostoc mesenteroides13. Il prodotto fermentato viene cotto mediante frittura.

Il bongkrek, o semaji, è un esempio di alimento fermentato che ha causato in passato un
gran numero di morti. Tipico dell’Indonesia centrale, è ottenuto dalla pressatura delle noci di
cocco e può diventare tossico soprattutto se preparato in casa. I prodotti sicuri, fermentati da
R. oligosporus, appaiono come torte ricoperte e infiltrate da un micelio bianco. Per ottenere
uno sviluppo fungino ottimale, è essenziale che le condizioni consentano una buona crescita
nei primi 1-2 giorni di incubazione. Tuttavia, se in tale fase è favorito lo sviluppo batterico e
il prodotto è contaminato da Burkholderia cocovenenans, il batterio si sviluppa e produce due
sostanze tossiche: toxoflavina e acido bongkrekico84,85,86,94. Questi composti possiedono atti-
vità antibatterica e antifungina, sono tossici per l’uomo e gli animali e sono termostabili. La
produzione di entrambi è favorita dallo sviluppo dei microrganismi sulla noce di cocco (la
toxoflavina può essere prodotta in terreni di coltura complessi). Le formule di struttura dei
due antibiotici – toxoflavina, che agisce come trasportatore di elettroni, e acido bongkrekico,
che inibisce la fosforilazione ossidativa nei mitocondri – sono le seguenti:

L’acido bongkrekico si è dimostrato letale per tutte le 17 muffe studiate da Subik e
Behun79, impedendo la germinazione delle spore e il conseguente sviluppo del micelio. Lo
sviluppo di B. cocovenenans durante la preparazione del bongkrek viene inibito mantenendo
il pH delle materie prime a valori non superiori a 5,584. È stato dimostrato che lo sviluppo
delle tossine del bongkrek nel tempeh può essere prevenuto combinando il 2% di NaCl con
una quantità di acido acetico sufficiente per portare il pH a 4,514. 

Un prodotto fermentato a base di farina di granturco, preparato in alcune regioni della
Cina, è stato causa di episodi di intossicazione alimentare da B. cocovenenans. Questo pro-
dotto viene preparato lasciando il mais immerso in acqua a temperatura ambiente per 2-4
settimane, quindi risciacquandolo con acqua e macinandolo fino a ottenere una farina, che
può essere destinata a varie preparazioni. Sembra che i microrganismi produttori di tossine
si sviluppino nel mais umido, durante la conservazione a temperatura ambiente. Il micror-
ganismo responsabile produce sia acido bongkrekico sia toxoflavina, proprio come B. coco-
venenans nel bongkrek. 

L’ontjom (oncom) è un prodotto fermentato dell’Indonesia simile al precedente, ma molto
più popolare; è prodotto sotto forma di croccante con il panello che residua dall’estrazione
dell’olio dalle arachidi. Il panello è lasciato in ammollo in acqua per circa 24 ore, quindi
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viene cotto a vapore e successivamente pressato in forme, che vengono coperte con foglie di
banana e inoculate con Neurospora sitophila o R. oligosporus; l’ontjom è pronto per il con-
sumo dopo 1-2 giorni. (Per una descrizione dettagliata della fermentazione dell’ontjom e del
suo valore nutritivo si consiglia il lavoro condotto da Beuchat12.)
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Questo capitolo contiene una breve descrizione delle caratteristiche e della microflora – in
assenza e in presenza di alterazioni – di differenti tipologie di prodotti alimentari.

9.1  Prodotti di gastronomia

Prodotti come insalate gastronomiche e tramezzini sono talvolta implicati nell’insorgenza di
epidemie di origine alimentare. Questi alimenti sono spesso preparati manualmente e il con-
tatto diretto con le mani può causare un aumento dell’incidenza di agenti responsabili di tos-
sinfezioni alimentari, come le specie del genere Staphylococcus. Se contaminano insalate di
carne o panini, tali microrganismi possono proliferare rapidamente, grazie alla riduzione
della popolazione microbica degli ingredienti precedentemente sottoposti a cottura.

In uno studio su insalate e panini venduti al dettaglio 6 il 36% di 53 campioni di insalate
e il 16% di 60 campioni di panini presentavano una conta totale di log10/g > 6,00; nel 57%
dei campioni di panini la carica di coliformi è stata stimata in log10/g <2,00; S. aureus è stato
isolato nel 60% dei panini e nel 39% delle insalate. È stato riscontrato un numero elevato di
lieviti e di muffe, con valori di log10/g >6,00 in sei campioni. 

In una ricerca condotta su 517 insalate (provenienti da circa 170 esercizi diversi), conte-
nenti pollo, uova, pasta e gamberi, dal 71 al 96% dei campioni presentava valori di conta
aerobia in piastra (APC) di log10/g < 5,00 45. In quasi tutti i campioni (96-100%) è stato rile-
vato S. aureus coagulasi positivo in concentrazione di log10/g < 2,00. Lo stesso microrgani-
smo è stato rinvenuto in 6 su 64 campioni di insalate esaminati in un altro studio12 condotto
su 12 differenti tipi di prodotto; gli autori di questa ricerca hanno riscontrato conte totali
comprese tra 2,08 e 6,76 log10/g; i valori più elevati sono stati osservati nelle insalate a base
di uovo, gamberi e, in alcuni casi, pasta. In nessun campione sono stati trovati salmonelle e
ceppi di C. perfringens. In un lavoro condotto su 42 campioni di insalate, Harris e colleghi18

hanno riscontrato in genere una buona qualità microbiologica. Il valore medio di APC era
log10 5,54 /g; per sei prodotti diversi il valore medio relativo ai coliformi è stato log10 2,66/g.
Gli stafilococchi sono stati isolati da alcuni di questi alimenti, specialmente dalle insalate
contenenti prosciutto. 

In uno studio le insalate di vegetali freschi (insalata verde, mista e di cavolo) hanno
mostrato un conteggio medio totale variabile tra log10/g 6,67, per l’insalata di cavolo, e
log10/g 7,28 per l’insalata verde13. I coliformi fecali sono stati isolati nel 26% delle insalate
miste, nel 28% delle insalate verdi e nel 29% delle insalate di cavolo, mentre i valori relati-
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Tabella 9.1 Caratteristiche microbiologiche generali di alcuni prodotti alimentari

N. di Gruppo microbico % campioni Rif.
Prodotti campioni /Limiti conformi bibl.

Torte alla crema 465 APC ≤104/g 96 60
surgelate 465 Funghi ≤103/g 98 60

465 Coliformi <10/g 89 60
465 E. coli ≤10/g 99 60
465 S. aureus < 25/g 99 60
465 Assenza di salmonelle 100 60

Anelli di cipolla impanati 1590 APC a 30 °C ≤105/g 99 66
surgelati (precotti o 1590 Coliformi MPN <3/g 89 66
parzialmente cotti) 1590 E. coli MPN < 3/g 99 66

1590 S. aureus MPN <10/g 99,6 66

Tortino di tonno 1290 APC a 30 °C ≤105/g 97,6 66
congelato 1290 Coliformi MPN ≤64/g 93 66

1290 E. coli MPN < 3/g 97 66
1290 S. aureus MPN <10/g 98 66

Tofu (commerciale) 60 APC <106/g 83 50
60 Psicrotrofi <104/g 83 50
60 Coliformi <103/g 67 50
60 S. aureus <10/g 100 50

Gelatina disidratata 185 APC ≤ 3,00*/g 74 33

Insalate gastronomiche 764 Entro i limiti stabiliti da 44 12
US Army e US Air Force

764 APC ≤5,00*/g 84 12
764 Coliformi ≤1,00*/g 78 12
764 Lieviti e muffe ≤1,30*/g 55 12
764 “Streptococchi fecali” ≤1,00*/g 77 12
764 Assenza di S. aureus 91 12
764 Assenza di C. perfringens 100 12

e salmonelle
517 APC ≤5,00*/g 26-85 44
517 Coliformi ≤2,00*/g 36-79 44
517 S. aureus ≤2,00*/g 96-100 44

Insalate vendute 53 APC ≤ 6,00*/g 64 6
al dettaglio 53 Coliformi ≤2,00*/g 57 6

53 Assenza di S. aureus 61 6

Panini al dettaglio 62 APC ≤6,00*/g 84 6
62 Coliformi ≤3,00*/g 88 6
62 Assenza di S. aureus 40 6

Spezie ed erbe 113 APC ≤ 6,00*/g 73 23
importate 114 Spore ≤ 6,00*/g 75 23

113 Lieviti/muffe ≤5,00*/g 97 23

segue
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Tabella 9.2 Prevalenza media di Listeria monocytogenes e di Salmonella spp. in prodotti a base di
carne o pollame pronti al consumo monitorati negli Stati Uniti dal 1990 al 1999
(N. campioni positivi / N. testato / % positivi)

Prodotti L. monocytogenes Salmonella spp.

Carne di manzo cotta, arrosto o in scatola 163 / 5.272 / 3,1 12 / 5.444 / 0,2
Prosciutto e carne pronti al consumo 118 / 2.287 / 5,2 5 / 2.293 / 0,2
Salsicce cotte (piccolo diametro) 243 / 6.820 / 3,6 14 / 6.996 / 0,2
Salsicce cotte (grande diametro) 56 / 4.262 / 1,3 3 / 4.328 / 0,07
Jerky 4 / 770 / 0,5 2 / 648 / 0,3
Prodotti avicoli cotti 145 / 6.836 / 2,1 7 / 7.020 / 0,1
Insalate, prodotti spalmabili, paté 119 / 3.932 / 3,0 2 / 4.204 / 0,05

(Da Levine et al. 35)

segue Tabella 9.1

N. di Gruppo microbico % campioni Rif.
Prodotti campioni /Limiti conformi bibl.

Spezie ed erbe 114 TA spore ≤3,00*/g 70 23
importate (segue) 114 Assenza di E. coli, S. aureus 100 23

e salmonelle

Spezie lavorate 114 APC ≤5,00*/g 70 49
114 APC ≤6,00*/g 91 49
114 Coliformi ≤2,00*/g 97 49
114 Lieviti/muffe ≤4,00*/g 96 49
114 C. perfringens <2,00*/g 89 49
110 Assenza di B. cereus 47 48

Alimenti disidratati 129 APC < 4,00*/g 93 47
per missioni spaziali 129 Coliformi <1/g 98 47

129 E. coli assente in 1 g 99 47
102 “Streptococchi fecali” 1,30*/g 88 47
104 S. aureus assente in 5 g 100 47
104 Salmonelle assenti in 10 g 98 47

Insalate di verdure 2.950 Assenza di Listeria spp. 96 51
pronte al consumo a Assenza di L. monocytogenes 97

(102 solo in 1 campione)

Alimenti pronti al consumo 4.469 Assenza di Campylobacter 100 39
(Gran Bretagna)

Alimenti serviti in vari 103 Assenza di L. monocytogenes 97 55
ristoranti (Spagna)

APC = conta aerobia in piastra; MPN = most probable number.
a Negativo per la presenza di Campylobacter spp., E. coli O157:H7 e Salmonella spp.
* Valore log10.



vi a S. aureus sono stati rispettivamente: 8, 14 e 3%. Per quanto riguarda il prezzemolo, E.
coli è stato isolato in 11 campioni di prodotto fresco non lavato, su 64 esaminati, e in oltre
il 50% dei campioni congelati24; il valore medio di conta aerobia in piastra del prezzemolo
fresco lavato è stato di log10 7,28/g. Salmonelle e S. aureus non sono stati isolati da nessun
campione. 

In uno studio sulla qualità microbiologica di torte con creme non a base di latte, apposi-
tamente prodotte in scarse condizioni igienico-sanitarie, Surkiewicz56 ha riscontrato un
aumento progressivo della carica microbica durante i successivi stadi di lavorazione. Per
esempio, in un caso, la miscela base della torta presentava una carica batterica inferiore a
log10/g 2,00 dopo il trattamento termico finale a 71,1 °C (160 °F) e di log10/g 4,15 dopo esse-
re stata conservata per una notte. Gli ingredienti della farcitura presentavano un conteggio
piuttosto basso prima di essere aggiunti all’impasto base (log10 2,78/g), mentre dopo essere
stati distribuiti sulla torta avevano una conta di log10 7,00/g. In una ricerca condotta per valu-
tare la qualità microbiologica delle patate fritte, Surkiewicz e colleghi57 hanno osservato che
anche in questo tipo di prodotto si verifica un aumento della carica microbica con il progre-
dire delle fasi di lavorazione. Poiché le patatine fritte sono sottoposte a cottura al termine del
ciclo produttivo, l’incidenza di microrganismi nel prodotto finale non riflette le condizioni
igieniche del processo produttivo. 

La media geometrica della conta aerobia su piastra di 1187 singoli campioni di impasti
refrigerati per biscotti è risultata pari a 34.000/g, mentre le conte medie per funghi, colifor-
mi, E. coli e S. aureus sono risultate, rispettivamente, pari a 46, 11, < 3 e <3/g58. Nello stes-
so studio la media geometrica delle conte aerobie di 1396 porzioni di snack dolci è risultata
910/g, con valori < 3/g per coliformi, E. coli e S. aureus (tabella 9.1). 

Uno studio batteriologico effettuato su 580 torte a base di crema congelate (al limone, al
cocco, al cioccolato e alla banana) ha evidenziato una qualità eccellente dei prodotti esami-
nati: il 98% dei campioni presentava valori di APC non superiori a log10 4,70/g 33. La quali-
tà microbiologica complessiva di altri prodotti analoghi è presentata in tabella 9.1. La tabel-
la 9.2 riporta i valori medi, relativi a L. monocytogenes e Salmonella spp., per 11 tipologie
di prodotti pronti al consumo monitorati negli Stati Uniti dal 1990 al 199935. In tabella 9.3
sono riportati i dati di uno studio condotto a Napoli nel 1999 sulla prevalenza di Aeromonas
spp. in quattro categorie di alimenti pronti al consumo62.

9.2  Uova

L’uovo di gallina è un eccellente esempio di prodotto normalmente protetto dalle proprie
caratteristiche intrinseche. Esternamente l’uovo fresco presenta tre strutture, ciascuna delle
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Tabella 9.3 Presenza di Aeromonas spp. in alimenti pronti al consumo venduti a Napoli (1999)

Prodotti Numero % di positivi A. hydrophila A. caviae A. sobria

Verdure* 100 25 11 15 0
Formaggi* 100 10 6 5 1
Prodotti carnei* 100 11 10 3 0
Gelato 20 0 0 0 0

* Per ciascuna categoria sono stati esaminati cinque diversi tipi di prodotti.
(Da Villari et al.62)
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Figura 9.1 Sezione logitudinale di uovo di gallina. (Da Brooks e Hale 3, con autorizzazione di Elsevier)

quali ritarda in qualche misura l’ingresso dei microrganismi: la cuticola esterna del guscio,
il guscio e la membrana interna del guscio (figura 9.1). Nell’albume è presente il lisozima,
piuttosto efficace nei confronti dei batteri Gram-positivi, e l’avidina, che forma un comples-
so con la biotina, rendendo questa vitamina non disponibile per i microrganismi. Inoltre l’al-
bume ha un pH elevato (circa 9,3) e contiene conalbumina, che formando un complesso con
il ferro rende lo ione non disponibile per i microrganismi. D’altra parte, per il contenuto in
nutrienti del tuorlo e il suo pH nel prodotto fresco (circa 6,8), l’uovo è un ottimo terreno di
crescita per la maggior parte delle specie microbiche.

Al momento della deposizione le uova sono generalmente sterili; tuttavia, dopo un perio-
do di tempo relativamente breve, sul guscio esterno si accumulano numerosi microrganismi
che, in condizioni favorevoli, possono penetrare e proliferare all’interno dell’uovo, alteran-
dolo. La velocità con la quale i microrganismi penetrano all’interno dell’uovo dipende dalla
temperatura di conservazione, dall’età dell’uovo e dal grado di contaminazione. Rispetto al
raffreddamento convenzionale, l’impiego di gas criogenico (CO2) per raffreddare rapidamen-
te il prodotto ha determinato una maggiore riduzione della carica batterica interna, sebbene
le differenze fossero meno significative dopo 30 giorni di conservazione a 7 °C 8. Da uno stu-
dio condotto per valutare la migrazione di S. Enteritidis dall’albume al tuorlo, su 860 uova
contaminate artificialmente, è emerso che il batterio poteva essere individuato nel tuorlo
dopo un giorno, a seconda della temperatura di conservazione e del grado di contaminazio-
ne: la migrazione avveniva in un giorno a 30 °C, ma solo dopo 14 giorni a 7 °C 2. È stato
osservato, inoltre, che le uova di 1 giorno erano più resistenti rispetto a quelle di 4 settima-
ne e che la velocità di migrazione era positivamente correlata con il livello di contaminazio-
ne. È stato dimostrato che S. Enteritidis può penetrare nelle uova di gallina prima che que-
ste vengano deposte (vedi il riferimento 22). Tra i batteri rinvenuti vi sono specie dei gene-
ri Pseudomonas, Acinetobacter, Proteus, Aeromonas, Alcaligenes, Escherichia, Micrococ-
cus, Salmonella, Serratia, Enterobacter, Flavobacterium e Staphylococcus. Per quanto
riguarda le muffe, sono solitamente presenti specie del genere Mucor, Penicillium, Hormo-
dendron, Cladosporium e altre; “Torula” è l’unico lievito che può essere di qualche interes-
se. L’alterazione batterica che si verifica più frequentemente nelle uova è il rotting, che si
manifesta con la comparsa di macchie di colori diversi. Pseudomonas spp., in particolare P.
fluorescens, causa macchie verdi; Pseudomonas, Acinetobacter e altre specie sono causa di
macchie non colorate; i generi Proteus, Pseudomonas e Aeromonas sono responsabili della
formazione di macchie nere; Pseudomonas può dare luogo alla comparsa di macchie rosa; lo
sviluppo di Serratia spp. causa alterazioni rosse, mentre il rotting “cremoso” è causato da

camera d’aria

calaza

blastoderma

tuorlo

guscio

albume

membrana interna



Proteus vulgaris e P. intermedium. L’alterazione da muffe delle uova è generalmente defini-
ta macchia a spillo (pinspot), dall’aspetto del micelio che si sviluppa all’interno, osservato
in controluce. Penicillium e Cladosporium spp. sono tra le cause più comuni di pinspot e di
rotting fungino delle uova. Alcuni batteri, come Pseudomonas graveolens e Proteus spp.,
possono provocare alterazioni simili a quelle causate da muffe.

La penetrazione dei microrganismi all’interno dell’uovo è facilitata da condizioni di ele-
vata umidità, nelle quali la crescita microbica sulla superficie delle uova è favorita ed è
seguita dalla penetrazione dei microrganismi attraverso il guscio e la membrana interna.
Quest’ultima struttura costituisce la barriera più importante contro la penetrazione dei batte-
ri all’interno dell’uovo, seguita dal guscio e dalla membrana esterna 36. Dal tuorlo vengono
isolati più batteri che dall’albume; l’assenza di microrganismi nell’albume è molto probabil-
mente dovuta al suo elevato contenuto di sostanze antimicrobiche. Durante la conservazio-
ne, inoltre, l’albume cede parte dell’acqua al tuorlo, con conseguente riduzione del suo volu-
me e diluizione del tuorlo. Tale fenomeno fa sì che il tuorlo entri a contatto diretto con la
membrana interna, dove può essere infettato direttamente dai microrganismi. Una volta
penetrati nel tuorlo, i batteri si sviluppano rapidamente, producendo sottoprodotti del meta-
bolismo proteico e amminoacidico, quali H2S e altri composti dall’odore sgradevole. Gli
effetti di una crescita importante sono lo scolorimento e la “liquefazione” del tuorlo. In gene-
re le muffe proliferano inizialmente nella camera d’aria, dove sono favorite dalla presenza di
ossigeno. In condizioni di elevata umidità è possibile osservare la crescita delle muffe sulla
superficie esterna dell’uovo; d’altra parte, in condizioni di bassa umidità e bassa temperatu-
ra non è favorito lo sviluppo di muffe, ma le uova perdono acqua rapidamente, diventando
indesiderabili dal punto di vista commerciale.

Oltre ai costituenti antimicrobici discussi nel capitolo 3, l’albume dell’uovo di gallina
contiene ovotransferrina (o conalbumina), che è in grado di chelare gli ioni metallici( in par-
ticolare il Fe3+), e ovoflavoproteina, che lega la riboflavina. Ai suoi normali valori di pH
(9,0-10,0) l’albume dell’uovo possiede azione antimicrobica nei confronti di batteri Gram-
positivi e lieviti sia a 30 °C sia a 39,5 °C 61. L’aggiunta di ferro riduce le proprietà antimicro-
biche dell’albume dell’uovo.

Per quanto riguarda l’eliminazione delle salmonelle nelle uova bollite con il guscio, è
appurato che la cottura fino a completa solidificazione del tuorlo è sufficiente per distrugge-
re S. enterica sierotipo Enteritidis. In uno studio la bollitura per 7 minuti ha determinato la
distruzione di 108 ufc di S. Typhimurium inoculata in precedenza 1. In un’altra ricerca, il
metodo dell’American Egg Board (organizzazione di produttori di uova statunitensi), che
prevede il riscaldamento delle uova fino a 100 °C, l’allontanamento dalla fonte di calore e
un periodo di riposo di 15 minuti, si è rivelato il migliore dei tre testati 5. (Le raccomanda-
zioni per la corretta manipolazione delle uova, allo scopo di prevenire gli episodi di salmo-
nellosi, sono riportate nel capitolo 26.)

9.3  Maionese e condimenti per insalate

La maionese può essere definita come un’emulsione semisolida di olio vegetale commesti-
bile (non meno del 50% del prodotto finale), tuorlo d’uovo o uovo intero, aceto e/o succo di
limone e altri ingredienti, come sale, aromatizzanti e glucosio. Il pH di questo prodotto varia
da 3,6 a 4,0; l’acidità è dovuta principalmente all’acido acetico, che rappresenta lo 0,29-
0,5% del prodotto totale (la fase acquosa arriva a valori del 2%), il valore di aw è 0,925. La
fase acquosa contiene il 9-11% di sale e il 7-10% di zucchero 53.
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Pur avendo una composizione abbastanza simile a quella della maionese, i condimenti per
insalata (salad dressing) contengono almeno il 30% di olio vegetale e presentano un a w di
0,929, un pH compreso tra 3,2 e 3,9 e una concentrazione di acido acetico (generalmente
l’acido principale) variabile da 0,9 a 1,2% del prodotto totale. La fase acquosa contiene dal
3,0 al 4,0% di sali e dal 20 al 30% di zucchero 53. Sebbene i nutrienti contenuti in questi pro-
dotti costituiscano un buon terreno di crescita per numerosi microrganismi alteranti, il pH,
gli acidi organici e il ridotto valore di a w limitano i possibili agenti alteranti ai lieviti e solo
a pochi batteri e muffe. Il lievito Zygosaccharomyces bailii è noto per essere la causa di alte-
razione di questi condimenti, ketchup, bevande gassate e alcuni tipi di vino. I lieviti del gene-
re Saccharomyces sono stati implicati nell’alterazione di maionese, condimenti per insalate
e vinaigrette. I due microrganismi rinvenuti con maggiore frequenza in questi prodotti sono
Lactobacillus fructivorans e Z. bailii. I difetti causati da Z. bailii nelle maionesi si manife-
stano con la separazione del prodotto in fasi e con la liberazione di un caratteristico odore di
“lievito”. In uno studio è stata prolungata la shelf life della maionese aggiungendo cellule
incapsulate di Bifidobacterium bifidum e B. infantis 27, che hanno ritardato lo sviluppo di
muffe e lieviti di circa 12 settimane rispetto al controllo (nel quale non era stato inoculato
alcun microrganismo); inoltre i bifidobatteri hanno migliorato le caratteristiche sensoriali del
prodotto. Un altro microrganismo alterativo è Lactobacillus brevis subsp. lindneri; il suo svi-
luppo in condimenti a base di siero di latte con pH intorno a 3,8-4,2 è stato inibito per un
periodo di incubazione di 90 giorni 41 da una concentrazione di nisina di 200 ppm.

La specie Bacillus vulgatus è stata isolata da una varietà di salsa per insalata (Thousand
Island), nella quale aveva causato annerimento e separazione dell’emulsione. In uno studio
condotto sullo stesso tipo di prodotto, è stato dimostrato che la contaminazione da parte di
B. vulgatus era dovuta al pepe e alla paprika aggiunti alla salsa 46. In questo prodotto l’alte-
razione da muffe si manifesta esclusivamente sulla superficie, quando è disponibile ossige-
no in quantità sufficiente. La separazione dell’emulsione è, generalmente, uno dei primi
segni di alterazione di questi prodotti, sebbene lo sviluppo di bolle di gas e l’odore di ran-
cido dovuto alla produzione di acido butirrico, possano precedere la separazione delle fasi.
I microrganismi alteranti degradano gli zuccheri fermentandoli. Sembra che il valore del pH
rimanga basso, impedendo così l’attività della maggior parte dei batteri proteolitici e lipoli-
tici; in tali condizioni non è quindi sorprendente riscontrare lieviti e batteri lattici. Kurtzman
e colleghi31 hanno condotto una ricerca su campioni alterati e non alterati di maionese, di
prodotti analoghi e di salsa a base di blue cheese. Nella maggior parte dei 17 campioni alte-
rati esaminati sono state riscontrate conte elevate di lieviti, mentre la conta di lattobacilli è
risultata superiore al limite solo in due campioni. Il pH dei prodotti analizzati variava da 3,6
a 4,1. In due terzi dei campioni alterati era presente Z. bailii; in alcuni casi è stato isolato L.
fructivorans e in soli due campioni sono state rinvenute forme sporigene aerobie. Nei 10
campioni non alterati esaminati il numero dei microrganismi era basso o addirittura non
determinabile. 

È stato dimostrato che i microrganismi patogeni di interesse alimentare non sono in grado
di crescere in maionese o in salse prodotte industrialmente con pH uguale a 4,4 e acidità tito-
labile della fase acquosa di almeno 0,43 di acido acetico 53. I patogeni di origine alimentare
in genere non sopravvivono in questi prodotti, ma alcuni studi hanno dimostrato che E. coli
O157:H7 vi può persistere diverse settimane (vedi riferimento 53). La maionese preparata in
ambito domestico è stata coinvolta in diverse epidemie di infezioni alimentari associate
all’uso di uova crude contaminate e a quantità di acidi organici insufficienti per abbassare il
pH a valori tali da distruggere S. Enteritidis. Per ottenere una riduzione del pH a valori pari
o inferiori a 3,30, è stato raccomandato di aggiungere almeno 20 mL di succo di limone puro



(acido citrico ≥ 5% p/v) per ogni tuorlo d’uovo67. In un prodotto con tale composizione man-
tenuto per almeno 72 ore a temperatura pari o superiore a 22 °C la carica microbica risulta
abbattuta. Nel capitolo 27 sono presi in esame i ceppi patogeni di E. coli che possono con-
taminare le maionesi.

9.4  Cereali, farine e impasti

La microflora di frumento, segale, mais e prodotti correlati deriva presumibilmente dal ter-
reno, dagli ambienti di stoccaggio e dalle fasi di lavorazione di tali derrate. Sebbene il con-
tenuto di proteine e carboidrati di questi prodotti sia elevato, il loro basso valore di a w limi-
ta la proliferazione di tutti i microrganismi, se le modalità di conservazione sono adeguate.
La carica microbica della farina è relativamente bassa, poiché viene ridotta da alcuni agenti
sbiancanti. Quando il valore di a w favorisce la crescita, gli unici microrganismi in grado di
svilupparsi sono Bacillus spp. e diversi generi di muffe. Numerose forme sporigene aerobie
producono amilasi, che consentono loro di utilizzare farina e prodotti simili quali fonti di
energia, a condizione che sia presente umidità sufficiente per consentirne lo sviluppo. In con-
dizioni di minore umidità ha luogo la crescita di muffe, che si manifesta con la formazione
del tipico micelio e la produzione di spore. I membri del genere Rhizopus sono comuni in
questi alimenti e possono essere riconosciuti per le caratteristiche spore nere.

L’alterazione degli impasti freschi refrigerati, inclusi quelli per biscotti al latte, panini,
panini dolci e pizza è causata principalmente da batteri lattici. In uno studio effettuato da
Hesseltine e colleghi19 il 92% delle specie isolate erano Lactobacillaceae: oltre la metà
apparteneva al genere Lactobacillus, il 35% a Leuconostoc e il 3% al genere “Streptococ-
cus”. In generale, nei prodotti alterati è stato rinvenuto un basso numero di muffe; nei pro-
dotti freschi la concentrazione di batteri lattici arrivava a 8,38 log10 /g.

9.5  Prodotti da forno

Il pane commerciale lavorato correttamente presenta, di norma, un contenuto di umidità
insufficiente per consentire lo sviluppo di qualsiasi microrganismo, tranne le muffe. Tra que-
ste, una delle più comuni è Rhizopus stolonifer, spesso definita “muffa del pane”; talora
viene riscontrata anche Neurospora sitophila, comunemente nota come “muffa rossa del
pane”. Poiché la conservazione del pane in condizioni di bassa umidità ritarda lo sviluppo
delle muffe, questo tipo di alterazione si osserva in genere quando il prodotto viene mante-
nuto ad alte percentuali di umidità o quando viene confezionato ancora caldo. Il pane fatto
in casa è facilmente soggetto all’alterazione filante (ropiness), causata dallo sviluppo di alcu-
ni ceppi di Bacillus subtilis (B. mesentericus) e dalla conseguente produzione di amilasi; la
caratteristica filamentosità può essere facilmente osservata spezzando il pane in due parti. La
farina rappresenta la fonte dei microrganismi, che si sviluppano quando l’impasto viene
mantenuto a temperature favorevoli per un periodo di tempo sufficiente. In uno studio recen-
te, nel pane lievitato con bicarbonato (pH 7-9), parzialmente cotto e conservato a temperatu-
ra ambiente, la filamentosità si è manifestata dopo 2 giorni; sono stati isolati e identificati
come responsabili dell’alterazione B. subtilis, B. pumilus e B. licheniformis 34.

Per l’elevata concentrazione di zuccheri, che riduce l’acqua disponibile, le torte di ogni
tipo sono raramente soggette all’attacco batterico. La forma più comune di alterazione osser-
vata in questi prodotti è l’ammuffimento; tutti gli ingredienti utilizzati per le torte – in par-
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ticolare zucchero, frutta secca e spezie – costituiscono una possibile fonte di muffe alteran-
ti. Sebbene la cottura in forno sia generalmente sufficiente per distruggere i microrganismi
presenti nell’impasto, altri vengono apportati dall’aggiunta di glasse, meringhe, guarnizioni
eccetera; inoltre, la contaminazione da parte di muffe delle torte dopo la cottura può essere
causata dalla manipolazione o dal contatto con l’aria. La crescita di muffe in superficie è
favorita da condizioni di elevata umidità e dalla guarnizione delle torte con frutta – secca e
fresca – dopo la cottura. Il protrarsi dello sviluppo di muffe su pane e torte determina l’in-
durimento dei prodotti.

9.6  Pasticci di carne surgelati

Dall’inizio della loro commercializzazione, la qualità microbiologica delle torte salate ripie-
ne di carne surgelate è migliorata costantemente. Ciascun ingrediente aggiunto può determi-
nare un incremento della conta microbica totale e il prodotto finale rispecchia, in generale,
la qualità complessiva degli ingredienti, della lavorazione e della conservazione. Secondo
molti ricercatori, questi preparati di carne dovrebbero essere prodotti in modo che la conta
non superi valori di 5,00 log10/g. In uno studio condotto su 48 pasticci di carne l’84% dei
campioni presentava valori di conta aerobia in piastra < 5 log10 /g 38, mentre in un’altra ricer-
ca, effettuata su 188 prodotti dello stesso tipo, valori analoghi sono stati riscontrati nel 93%
dei campioni esaminati 25. Sulla base di questi risultati, per tali prodotti un valore < 5 log10 /g ,
come criterio microbiologico, dovrebbe essere conseguibile (vedi capitolo 21 per ulteriori
informazioni su criteri e standard microbiologici). In uno studio su 1290 torte salate conge-
late a base di tonno la media geometrica della conta aerobia su piastra è risultata pari a 3,20
log10 a 35 °C e a 3,38 log10 a 30 °C 66; per coliformi, E. coli e S. aureus sono stati rilevati,
rispettivamente, valori medi di 5/g, < 3/g e <10/g (tabella 9.1).

9.7  Zuccheri, dolciumi e spezie

Grazie al ridotto tenore di umidità, se vengono preparati, trasformati e conservati corretta-
mente, questi prodotti sono raramente soggetti ad alterazione microbica. Lo zucchero – sia
di canna sia di barbabietola – può contenere microrganismi; i contaminanti batterici di mag-
giore rilievo appartengono ai generi Bacillus, Paenibacillus e Clostridium, che talora causa-
no problemi alle industrie conserviere (vedi capitolo 17). Generalmente questi microrgani-
smi possono svilupparsi sulle superfici esposte se gli zuccheri vengono conservati in condi-
zioni di umidità estramente elevata; naturalmente la loro crescita è legata alla disponibilità
di quantità adeguate di acqua e di nutrienti essenziali, oltre che di carboidrati. Il genere
“Torula” e i ceppi osmofili di Saccharomyces (Zygosaccharomyces spp.), in grado di opera-
re l’inversione degli zuccheri, sono causa di problemi negli zuccheri a elevata umidità. Uno
dei microrganismi che dà maggiori problemi nelle raffinerie di zucchero è Leuconostoc
mesenteroides, che idrolizza il saccarosio e sintetizza destrano, un polimero del glucosio
gommoso e viscoso che può provocare l’ostruzione delle linee e dei tubi in cui scorrono le
soluzioni zuccherine.

Tra i dolciumi soggetti ad alterazione microbica vi sono le creme di cioccolato, che talo-
ra sono oggetto di fermentazione tumultuosa. I responsabili di tali alterazioni sono stati indi-
viduati tra le specie del genere Clostridium, in particolare C. sporogenes, che può contami-
nare questi prodotti, attraverso l’aggiunta di zucchero, amido e altri ingredienti.



Sebbene non siano soggette all’alterazione microbica nell’accezione corrente, le spezie
possono – se non contengono principi antimicrobici e se presentano un tenore sufficiente di
umidità – essere attaccate dalle muffe e da alcuni batteri.

La salsa di senape può essere alterata da lieviti e batteri quali Proteus e Bacillus spp.,
generalmente attraverso fermentazione con produzione di gas. Il trattamento con ossido di
propilene delle spezie, utilizzato per ridurre il numero di microrganismi, non distrugge le
forme sporigene e le muffe; tuttavia, finché l’umidità dei prodotti viene mantenuta bassa, la
presenza di microrganismi non dovrebbe causare problemi.

Nella tabella 9.1 sono riportate le caratteristiche microbiologiche di alcune varietà di spe-
zie. In uno studio realizzato su alcune spezie poste in commercio in Austria, tutti i 160 cam-
pioni esaminati sono risultati negativi per S. aureus (nessun ceppo confermato) e solamente
uno è risultato positivo per la presenza di una specie di salmonella (S. Arizonae) 30. Le con-
centrazioni più elevate di microrganismi sono state riscontrate nelle spezie provenienti dalla
Cina (2,6 × 107/g) e nel pepe nero (2,2 × 107/g). Oltre la metà dei 160 campioni è risultata
positiva per la presenza di batteri enterici e presentava valori di conta aerobia in piastra di
104-106 ufc/g30. Solo 3 (tutti di paprika) dei 160 campioni contenevano muffe in grado di
produrre aflatossine.

9.8  Noci

Per l’elevato contenuto di grassi e la ridotta percentuale d’acqua (tabella 9.4), questi prodot-
ti (quali noci e noci pecan) sono piuttosto resistenti alle alterazioni batteriche. Le muffe sono
in grado di proliferare se le condizioni di conservazione ne consentono lo sviluppo e l’ana-
lisi dei gherigli rivela la presenza di muffe di diversi generi che vengono accumulate duran-
te le fasi di raccolta, rottura, estrazione e confezionamento dei gherigli (vedi capitolo 30 per
un approfondimento relativo alla presenza di aflatossine nei gherigli di noci).
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Tabella 9.4 Composizione percentuale media di diversi alimenti

Alimento Acqua Carboidrati Proteine Grassi Ceneri

Birra (4% di alcol) 90,2 4,4 0,6 0,0 0,2
Pane bianco speciale 34,5 52,3 8,2 3,3 1,7
Burro 15,5 0,4 0,6 81,0 2,5
Torta 19,3 49,3 7,1 23,5 0,8
Dolci a base di fichi 13,8 75,8 4,2 4,8 1,4
Marmellata 34,5 65,0 0,2 0,0 0,3
Margarina 15,5 0,4 0,6 81,0 2,5
Maionese 1,7 21,0 26,1 47,8 3,4
Burro di arachidi 16,0 3,0 1,5 78,0 1,5
Mandorle (essiccate) 4,7 19,6 18,6 34,1 3,0
Noci del Brasile 5,3 11,0 14,4 65,9 3,4
Anacardi 3,6 27,0 18,5 48,2 2,7
Arachidi 2,6 23,6 26,9 44,2 2,7
Noci pecan 3,0 13,0 9,4 73,0 1,6
Media 3,8 18,8 17,6 57,1 2,7

(Da Watt e Merrill65)
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9.9  Alimenti disidratati

In uno studio sulla microbiologia delle minestre disidratate, condotto da Fanelli e colle-
ghi10,11, tutte le 17 tipologie di prodotto esaminate, di nove diverse marche, presentavano
conte totali medie inferiori a 5,00 log10/g. Tra le minestre analizzate vi erano tagliolini o riso
con pollo, tagliolini con carne di manzo, verdure, funghi, piselli, cipolla, pomodoro e altri
ingredienti. In alcuni campioni la conta totale è risultata piuttosto elevata, fino a 7,30 log10/g,
mentre in altri era molto più bassa, intorno a 2,00 log10/g. Nelle zuppe di cipolla disidratate
ricostituite gli autori della ricerca hanno riscontrato conte totali medie di 5,11 log10 /mL, con
valori di 3,00 log10 per i coliformi, 4,00 log10 per gli sporigeni aerobi e 1,08 log10/mL per lie-
viti e muffe. Dopo la cottura le conte totali erano ridotte in media a 2,15 log10, mentre i valo-
ri relativi a coliformi, sporigeni, lieviti e muffe erano, rispettivamente, < 0,26, 1,64 e <1,00
log10/mL. In uno studio condotto su preparati per salse e sughi disidratati, C. perfringens è
stato isolato da 10 dei 55 campioni analizzati 42. Le conte relative agli anaerobi facoltativi
variavano da 3,00 fino a > 6,00 log10 /g. In una ricerca condotta su 185 campioni di gelatina
per alimenti disidratata, i valori di conta aerobia in piastra sono risultati tutti non superiori a
3,70 log10/g33. In uno studio, condotto per valutare la qualità microbiologica degli alimenti
per gli astronauti, il 93% dei 129 campioni esaminati presentava conte totali < 4,00 log10/g 47.

Le uova e il latte in polvere contengono spesso un numero elevato di microrganismi: del-
l’ordine di 6-8 log10 /g. Gli elevati valori di carica microbica riscontrati nei prodotti disidra-
tati sarebbero in parte dovuti al fatto che il trattamento di concentrazione del prodotto deter-
mina anche la concentrazione dei microrganismi in esso presenti. Lo stesso vale, in genere,
per i concentrati di succo di frutta, che tendono ad avere una carica microbica maggiore dei
prodotti freschi da cui sono ottenuti. 

9.10  Soluzioni per la nutrizione enterale

Le soluzioni per la nutrizione enterale (ENS, enteral nutrient solutions) vengono sommini-
strate direttamente mediante sonda; sono disponibili in polvere, nel qual caso devono essere
ricostituite, o in forma liquida. Solitamente vengono somministrate ad alcuni pazienti rico-
verati in ospedale o in altre strutture di cura, ma possano essere utilizzate anche per i pazien-
ti non ospedalizzati. La somministrazione, che avviene per gocciolamento continuo da appo-
site sacche della soluzione a temperatura ambiente, può durare 8 ore o più. Gli alimenti per
la nutrizione enterale sono prodotti e commercializzati da diverse aziende come pasti com-
pleti, che necessitano solo di essere ricostituiti con acqua prima dell’uso, oppure come pasti
incompleti, che richiedono l’aggiunta di latte, uova o prodotti simili. Le preparazioni ENS
sono formulate per soddisfare il fabbisogno di nutrienti, con concentrazioni di proteine, pep-
tidi, carboidrati eccetera, variabili a seconda delle esigenze del paziente. 

Alcuni ricercatori ospedalieri hanno valutato le caratteristiche microbiologiche di questi
alimenti, riscontrando una microflora batterica – variabile per numero e tipo – che potrebbe
rappresentare una fonte di infezione per i pazienti. Cariche fino a 108/mL sono state rinvenu-
te in alcuni tipi di ENS durante l’infusione14. In uno studio condotto su un ENS commerciale
ricostituito la conta, il cui valore iniziale era di 9 × 103/mL, risultava di 7 × 104/mL dopo 8 ore
a temperatura ambiente 20; valori altrettanto elevati (1,2 × 105/mL) sono stati riscontrati in un
altro campione della stessa preparazione. Il microrganismo isolato con maggiore frequente è
stato Staphylococcus epidermidis, con Corynebacterium, Citrobacter e Acinetobacter spp. tra
gli altri isolati. In uno studio britannico effettuato su alcuni alimenti per la nutrizione ente-



rale, la carica microbica è risultata di 10 4-10 6 microrganismi/mL, con prevalenza di colifor-
mi e Pseudomonas aeruginosa 15.

Per cinque differenti ENS commerciali è stata provata, nelle normali condizioni d’uso, la
capacità di supportare lo sviluppo di Enterobacter cloacae9; la concentrazione di questo bat-
terio è stata ridotta di tre unità logaritmiche, rispetto al controllo, aggiungendo lo 0,2% di
sorbato di potassio. Sono stati riportati casi di pazienti che hanno contratto infezioni da E.
cloacae e Salmonella enteritidis associate alla somministrazione di ENS 4,14. In letteratura
sono reperibili le procedure che dovrebbero essere impiegate nella preparazione/manipola-
zione degli ENS per minimizzare il rischio di contaminazione microbica17. (Per approfondi-
menti circa la storia e gli aspetti non microbiologici degli ENS o di altri alimenti simili, si
consiglia la consultazione del riferimento 52.)

9.11  Single-cell protein (SCP)

La coltivazione di microrganismi unicellulari come fonte diretta di alimenti per l’uomo fu
proposta agli inizi del Novecento. L’espressione single-cell protein (SCP) è stata coniata
presso il Massachusetts Institute of Technology, intorno al 1966, per descrivere l’impiego dei
microrganismi come fonte alimentare54. Nonostante tale definizione non sia del tutto corret-
ta, poiché le proteine non costituiscono l’unico nutriente presente nelle cellule microbiche,
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Tabella 9.5 Substrati che supportano la crescita microbica nella produzione di SCP

Substrati Microrganismi

CO2 e luce solare Chlorella pyrenoidosa
Scenedesmus quadricauda
Spirulina maxima

n-Alcani, kerosene Candida intermedia, C. lipolytica,
C. tropicalis
Nocardia spp.

Metano Methylomonas sp. (Methanomonas)
Methylococcus capsulatus
Trichoderma spp.

H2 e CO2 Alcaligenes eutrophus (Hydrogenomonas eutropha)

Gasolio Acinetobacter calcoaceticus (Micrococcus cerificans)
Candida lipolytica

Metanolo Methylomonas methanica (Methanomonas methanica)

Etanolo Candida utilis
Acinetobacter calcoaceticus

Lisciva al solfito esausto Candida utilis

Cellulosa Cellulomonas spp.
Trichoderma viride

Amidi Saccharomycopsis fibuligera

Zuccheri Saccharomyces cerevisiae
Candida utilis
Kluyveromyces fragilis
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essa ha il pregio di ovviare alla necessità di riferirsi a ogni prodotto con espressioni specifi-
che quali “proteine d’alga”, “proteine di lievito” e altre. Sebbene dal punto di vista del con-
sumo umano (potenziale e reale) differiscano dagli altri alimenti trattati in questo capitolo,
gli SCP vengono prodotti in modo sostanzialmente analogo, con l’eccezione di quelli otte-
nuti da cellule algali.

9.11.1  Razionale della produzione di SCP

La ricerca di nuove fonti di cibo, che garantiscano alle generazioni future un’alimentazione
adeguata, è di fondamentale importanza. Una fonte alimentare completa dal punto di vista
nutrizionale richiede un minimo di terreno, tempo e investimenti economici per ottenere un
prodotto finale che sia desiderabile per il consumatore. Oltre a rispondere a questi criteri, gli
SCP possono essere prodotti sfruttando numerosi materiali di scarto. Di seguito sono ripor-
tati alcuni dei vantaggi che i prodotti SCP presentano rispetto alle fonti alimentari proteiche
di natura vegetale e animale28.

1. I microrganismi hanno un tempo di generazione molto breve e possono quindi fornire un
rapido incremento della massa. 

2. I microrganismi possono essere modificati geneticamente con facilità, per ottenere cellu-
le con caratteristiche desiderabili.

3. Il contenuto proteico è elevato.
4. Per la produzione di SCP possono essere impiegate materie prime prontamente disponibi-

li in grandi quantità.
5. La produzione di SCP può avvenire in coltura continua e non è, dunque, influenzata da

cambiamenti climatici. 

Per comprendere quanto la produzione di proteine di origine microbica sia più veloce ed
efficiente rispetto a quella delle proteine animali e vegetali, basti pensare che un manzo di
circa 450 kg produce circa 450 g di nuove proteine al giorno; i semi di soia ne producono circa
36 kg (ripartiti nell’arco di una stagione), mentre da una coltura di lieviti in un giorno è pos-
sibile ottenere circa 50 tonnellate di biomassa proteica.

9.11.2  Microrganismi e substrati di fermentazione

Un elevato numero di alghe, lieviti, muffe e batteri sono stati studiati come possibili fonti di
SCP. Tra i generi e le specie più promettenti, vi sono i seguenti.

Alghe: Chlorella spp. e Scenedesmus spp.
Lieviti: Candida guilliermondii, C. utilis, C. lipolytica e C. tropicalis; Debaryomyces kloec-
keri; Candida famata, C. methanosorbosa; Pichia spp.; Kluyveromyces fragilis; Hansenula
polymorpha; Rhodotorula spp.; Saccharomyces spp.
Funghi filamentosi: Agaricus spp.; Aspergillus spp.; Fusarium spp.; Penicillium spp.; Sac-
charomycopsis fibuligera e Trichosporon cutaneum.
Batteri: Bacillus spp.; Acinetobacter calcoaceticus; Cellulomonas spp.; Nocardia spp.; Methy-
lomonas spp.; Aeromonas hydrophila; Alcaligenes eutrophus (Hydrogenomonas eutropha),
Mycobacterium sp.; Spirulina maxima e Rhodopseudomonas sp.

Di questi gruppi, i lieviti hanno ricevuto da tempo le maggiori attenzioni.



La scelta di un determinato microrganismo è dettata, in larga misura, dal tipo di substra-
to o materiale di scarto che si intende trattare. Il cianobatterio Spirulina maxima si sviluppa
in acque poco profonde con percentuali elevate di bicarbonato, a 30 °C e con valori di pH di
8,5-11,00. Esso può essere recuperato dall’acqua stagnante e disidratato per uso alimentare.
Queste cellule costituiscono da molti anni una fonte alimentare per la popolazione della
Repubblica del Chad54. Altri cianobatteri necessitano della luce solare, di CO2, minerali,
acqua e appropriate temperature di sviluppo. Tuttavia l’impiego su larga scala di queste cel-
lule come fonti di SCP è praticabile solo nelle regioni situate sotto i 35° di latitudine, nelle
quali la luce solare è disponibile per la maggior parte dell’anno 37. 

Batteri, lieviti e muffe possono proliferare in un’ampia varietà di materiali, inclusi gli
scarti delle industrie alimentari (per esempio siero dei caseifici, residui di lavorazione della
birra, delle patate, del caffè e dei conservifici), i rifiuti industriali (come la lisciva al solfito
esausto dell’industria della carta e i gas di combustione) e gli scarti cellulosici (come i resi-
dui della lavorazione della canna da zucchero, la carta da giornale e la paglia dell’orzo). Nel
caso degli scarti cellulosici è necessario impiegare microrganismi in grado di utilizzare la
cellulosa, quali Cellulomonas sp. o Trichoderma viride. A tale scopo, è stata impiegata una
coltura mista di Cellulomonas e Alcaligenes. Per i materiali amidacei è stata utilizzata una
combinazione di Saccharomycopsis fibuligera e di una specie di Candida (come C. utilis): la
prima specie idrolizza gli amidi, mentre la seconda si nutre dei prodotti idrolizzati producen-
do biomassa. Nella tabella 9.5 sono riportati alcuni substrati e microrganismi impiegati per
la produzione di SCP.

9.11.3  Prodotti SCP

Le cellule possono essere usate come fonte proteica nella formulazione dei mangimi per il
bestiame, rendendo disponibili per il consumo umano cereali come il mais; oppure possono
essere impiegate come fonte proteica o come ingrediente nella preparazione di alimenti.
Quando sono destinate all’alimentazione animale, le cellule disidratate possono essere utiliz-
zate senza ulteriori lavorazioni. Come si è osservato, le cellule intere di Spirulina maxima
vengono consumate dagli abitanti di almeno una regione del continente africano. 

Per quanto riguarda i prodotti destinati all’uomo, la maggior parte di essi è costituita da
concentrati o isolati di SCP, che possono essere ulteriormente trasformati per ottenere pro-
dotti SCP strutturati o funzionali. Per produrre fibre proteiche funzionali, le cellule vengono
distrutte meccanicamente, viene rimossa la parete cellulare mediante centrifugazione, quin-
di le proteine vengono fatte precipitare dalle cellule lisate. Le proteine vengono poi estruse
attraverso orifizi simili a quelli delle siringhe, grazie all’impiego di soluzioni idonee, quali
tampone acetato, HClO4, acido acetico e simili. Le fibre SCP possono così essere utilizzate
per ottenere proteine strutturali. Un esempio di questo tipo di prodotto sono le proteine del
lievito da panificazione, approvate negli Stati Uniti come ingredienti per alimenti.

9.11.4  Valore nutrizionale e sicurezza dei prodotti SCP

Le analisi chimiche dei microrganismi valutati per la produzione di SCP hanno mostrato che,
per contenuto e tipo di amminoacidi, sono paragonabili alle fonti alimentari di origine vege-
tale e animale, tranne che per la concentrazione di metionina, che è più bassa in alcuni pro-
dotti SCP. Tutti presentano un elevato contenuto di azoto. Per esempio, le percentuali medie
di azoto, sul peso secco, sono le seguenti: batteri 12-13%, lieviti 8-9%, alghe 8-10% e fun-
ghi filamentosi 5-8%28. Oltre alle proteine, i microrganismi contengono livelli adeguati di
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carboidrati, lipidi e sali minerali e sono eccellenti fonti di vitamine del gruppo B. In questi
prodotti il contenuto in grassi è variabile, con valori più elevati nelle cellule algali e più bassi
in quelle batteriche. In relazione al peso secco, gli acidi nucleici rappresentano in media il
3-8% nelle alghe, il 6-12% nei lieviti e l’8-16% nei batteri 28. Il contenuto in vitamine del
gruppo B è elevato in tutte le fonti SCP. Negli animali da laboratorio è stato osservato che la
digeribilità dei prodotti SCP è minore rispetto a proteine animali, come la caseina. Un’accu-
rata revisione ha esaminato gli studi condotti sulla composizione chimica dei prodotti SCP
ottenuti da un’ampia varietà di microrganismi 7,64.

Sono stati effettuati, con successo, studi sui ratti alimentati con diversi prodotti SCP, men-
tre le ricerche condotte sull’uomo hanno portato a risultati minori, tranne nel caso di alcuni
prodotti ottenuti da cellule di lievito. I disturbi gastrointestinali sono effetti collaterali comu-
ni associati al consumo di SCP di origine algale o batterica: questi e altri problemi legati al
consumo di SCP sono stati analizzati attentamente in un’altra ricerca64. Quando vengono
impiegati come fonti di SCP destinati al consumo umano batteri Gram-negativi, è necessario
rimuovere o detossificare le endotossine.

L’elevato contenuto in acidi nucleici dei prodotti SCP è causa di calcolosi renale e/o gotta.
La percentuale di acidi nucleici negli SCP batterici può arrivare al 16%, laddove la dose gior-
naliera raccomandata è circa 2 g. L’assunzione eccessiva di acidi nucleici determina l’accu-
mulo di acido urico, che è solo in parte solubile nel plasma. In seguito alla scissione degli acidi
nucleici, vengono rilasciate basi puriniche e pirimidiniche; l’adenina e la guanina (purine)
sono metabolizzate ad acido urico. Le specie animali che possiedono l’enzima uricasi sono
capaci di degradare l’acido urico in allantoina solubile; di conseguenza, il consumo di ele-
vate quantità di acidi nucleici non causa loro problemi metabolici, a differenza di quanto
accade nell’uomo che è sprovvisto di tale enzima. Nelle prime fasi di sviluppo e impiego dei
prodotti SCP questi elevato contenuto di acidi nucleici rappresentava un problema; attualmen-
te, tuttavia, questi composti possono essere ridotti a livelli inferiori al 2% mediante tecniche
quali la precipitazione con acidi, l’idrolisi acida o alcalina o l’impiego di RNasi pancreatiche
endogene e bovine37.

9.12  Acqua in bottiglia

“Acqua venduta in bottiglia” è la definizione molto semplice, e tuttavia incompleta, dell’ac-
qua posta in commercio imbottigliata. Essa è regolata dal Codex Alimentarius Commission e
dalle normative europea (Direttiva 80/777/CEE) e nazionali (in Italia, DLgs 105/92 e sgg.) e
controllata dagli stessi organi che si occupano degli alimenti. I tipi più comuni di acqua in
bottiglia rientrano in uno dei seguenti gruppi21,29:

– acqua minerale naturale;
– acqua minerale naturale totalmente degasata;
– acqua minerale naturale parzialmente degasata;
– acqua minerale naturale rinforzata col gas della sorgente;
– acqua minerale naturale addizionata di anidride carbonica;
– acqua minerale naturale naturalmente gasata o effervescente naturale.

Indipendentemente dalla classificazione, l’acqua in bottiglia deve essere potabile: ciò
significa che deve essere esente da agenti patogeni e sostanze tossiche e non deve presentare
odore, colore, torbidità o sapore sgradevole21. Il pH dell’acqua non addizionata di anidride



carbonica dovrebbe essere prossimo alla neutralità, mentre quello dell’acqua addizionata di
CO2 è solitamente compreso tra 3 e 4,0, con valori ottimali non superiori a 3,5.

La microbiologia dell’acqua potabile – in generale complessa – è stata oggetto di una
revisione condotta da Szewzyk e colleghi59. Sebbene le acque in bottiglia siano generalmen-
te esenti da patogeni intestinali, occorre considerare che, se presenti, alcuni possono soprav-
vivervi: è stato dimostrato che Legionella pneumophila (responsabile della legionellosi) può
persistere per mesi nell’acqua potabile59. La sicurezza igienico-sanitaria dell’acqua in botti-
glia viene determinata ricercando i coliformi totali, non specificatamente quelli fecali o E.
coli; tuttavia, nel caso venga eseguita la ricerca dei coliformi fecali, il valore limite racco-
mandato dal WHO nel 1993, è < 1 ufc/100 mL. Quando l’esame viene condotto utilizzando
il metodo delle membrane filtranti, la concentrazione di coliformi non dovrebbe essere supe-
riore a 3/100 mL. La conta aerobia in piastra è di scarsa utilità per determinare la sicurezza
dell’acqua in bottiglia, poiché i valori non dovrebbero essere superiori a 102/100 mL. Per le
acque imbottigliate addizionate di CO2 la ricerca dei coliformi non è necessaria, in quanto il
basso pH ha un effetto distruttivo sui microrganismi. 

I microrganismi rinvenuti nelle acque potabili in bottiglia sono Gram-negativi, poiché
essendo meno esigenti dei Gram-positivi possono sopravvivere su tracce di materia organica.
Un esempio è offerto da alcune Pseudomonadaceae: desta particolare preoccupazione la pre-
senza, nelle acque in bottiglia, di P. aeruginosa o Burkholderia cepacia per il potere infetti-
vo che questi microrganismi possiedono nei confronti dei soggetti debilitati. Nelle industrie
delle acque in bottiglia la presenza di microrganismi di questo tipo viene minimizzata
mediante trattamenti con ozono. Il trattamento con ozono delle acque durante l’imbottiglia-
mento, approvato dalla FDA statunitense nel 1997, prevede valori massimi di 0,4 ppm29; in
base alla mormativa europea, tale trattamento deve comunque essere segnalato in etichetta
(Direttiva 2003/40/CE).

Diverse ricerche, sulla presenza di E. coli e di altri coliformi, hanno dimostrato che la
sopravvivenza di E. coli O157:H7 nelle acque imbottigliate inoculate con questo microrga-
nismo è variabile. Un’analisi condotta su 104 marche di acqua in bottiglia, provenienti da 10
diversi Paesi, non ha evidenziato la presenza di E. coli né quella di altri coliformi16. In un
altro studio sulla presenza di norovirus (vedi capitolo 31), su 1436 campioni di acqua confe-
zionata in contenitori di diversa dimensione non è stata individuata nessuna specie; la RT-
PCR ha evidenziato la presunta positività per 34 campioni (2,4%), ma i risultati non sono
stati confermati dall’analisi delle sequenze di DNA 32. Una ricerca ha dimostrato che, nelle
acque di sorgente e minerali imbottigliate inoculate con un mix di 10 ceppi diversi a concen-
trazioni di 3,24-6,54 log10 ufc/mL, E. coli O157:H7 è in grado di sopravvivere per oltre 300
giorni63; gli autori della ricerca hanno osservato che i microrganismi inoculati formano un
biofilm sulle pareti dei contenitori. Da precedenti studi era emerso che la concentrazione di
E. coli subiva da 3 a 5 riduzioni decimali mantenendo l’acqua minerale a 20-25 °C.

In uno studio dettagliato è stato esaminato lo sviluppo di un ceppo non tossigeno di E. coli
O157:H7 inoculato in concentrazioni di 103 e 106 ufc/mL in tre tipi di acqua minerale natu-
rale, non addizionata di CO2, imbottigliata e conservata a 15 °C per 10 settimane: dopo 35
giorni non è stata osservata nessuna differenza in merito alla sopravvivenza del batterio nelle
acque in esame26. In generale, le cellule inoculate sono sopravvissute più a lungo nelle acque
naturali non gasate. È stato dimostrato che il contenuto cellulare delle cellule lisate durante
la conservazione rende possibile la sopravvivenza della flora batterica autoctona.

Per quanto riguarda il ghiaccio utilizzato per raffreddare le bibite, il 9% di 3528 campioni
conteneva coliformi; l’1% conteneva anche E. coli o enterococchi in concentrazioni superio-
ri a 102 ufc/100 mL43. La conta aerobia in piastra (a 37 °C) è risultata superiore a 10 3 ufc/mL
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nell’11% dei campioni. La qualità igienica del ghiaccio utilizzato per gli alimenti è risultata
scarsa: il 23% dei campioni conteneva coliformi e il 5% E. coli 43. 

Da acqua imbottigliata aromatizzata alla frutta è stata isolata Asaia sp., una specie relati-
vamente nuova di batterio acetico40. L’acqua imbottigliata contenente questo microrganismo
è stata individuata prima dell’immissione sul mercato poiché appariva torbida; dalle analisi è
risultato che la concentrazione del batterio acetico era pari o superiore a 106 ufc/mL40.
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Posto che il livello qualitativo di una disciplina scientifica dipende in modo determinante
dalla sua metodologia, gli argomenti dei prossimi tre capitoli sono fondamentali per la micro-
biologia degli alimenti. Nei capitoli 10 e 11 i metodi tradizionali sono presentati insieme a
nuove metodiche concepite per ottenere precisione, accuratezza e rapidità superiori a quelle
precedenti. Le aree interessate sono oggetto di costante miglioramento nei laboratori di ricer-
ca e una loro trattazione completa andrebbe oltre gli scopi di questo volume. Per una cono-
scenza approfondita dell’argomento è utile consultare i riferimenti bibliografici riportati di
seguito. I metodi di analisi su animali e colture tissutali, trattati nel capitolo 12, sono stati
selezionati per fornire i principi di base di queste tecniche di indagine biologica. Ulteriori
informazioni sulla maggior parte dei patogeni di interesse alimentare sono disponibili nei
capitoli della parte VII.

1. Feng P (1997) Impact of molecular biology on the detection of foodborne pathogens. Mol Biote-
chnol, 7: 267-278. Fornisce elenchi dei metodi molecolari e immunologici disponibili, con la
descrizione di quelli più diffusi.

2. Hill WE (1996) The polymerase chain reaction: Applications for the detection of foodborne patho-
gens. Crit Rev Food Sci Nutr, 36: 123-173. Offre una rassegna dettagliata delle tecniche PCR di
base e delle loro applicazioni a numerosi microrganismi di interesse alimentare. Fornisce anche un
elenco di primer per i patogeni trasmessi dagli alimenti.

3. McKillip JL, Drake M (2004) Real-time nucleic acid-based detection methods for pathogenic bac-
teria in food. J Food Protect, 67: 823-832. Una rassegna delle metodologie real time basate su acidi
nucleici per l’identificazione dei patogeni trasmessi dagli alimenti, con una lista dei test reperibili
in commercio.
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niche PCR impiegate per i microrganismi di origine alimentare.
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L’analisi degli alimenti condotta per determinare presenza, tipologia e numero dei microrgani-
smi e/o dei loro metaboliti è di fondamentale importanza per la microbiologia degli alimenti.
Ciò nonostante, nessuna delle metodiche di uso comune consente di determinare con esattez-
za il numero di microrganismi presenti in un prodotto alimentare. Sebbene alcuni metodi di
analisi siano migliori di altri, tutti presentano limitazioni intrinseche associate al loro impiego.

I quattro metodi base utilizzati per determinare il numero “totale” sono i seguenti.

1. Conta convenzionale su piastra (SCP, standard plate count), o conta aerobia in piastra
(APC, aerobic plate count), per la determinazione delle cellule vitali o delle unità forman-
ti colonia (ufc).

2. Tecnica del numero più probabile (MPN, most probable number), metodo statistico per la
determinazione delle cellule vitali.

3. Tecnica di riduzione del colorante, per la stima del numero di cellule vitali che possiedo-
no capacità riducente.

4. Conta diretta al microscopio (DMC, direct microscopic count) per la conta delle cellule
vitali e non vitali.

Nel capitolo sono descritte queste tecniche e fornite indicazioni sul loro impiego nella
determinazione dei microrganismi a seconda del substrato di provenienza. Per le procedure
dettagliate di ciascun metodo si rimanda ai riferimenti bibliografici riportati in tabella 10.1.
Oltre a una descrizione dei metodi e degli sforzi per migliorarne l’efficienza complessiva,
sono anche riportate alcune varianti impiegate per l’esame microbiologico delle superfici.

Capitolo 10

Tecniche di coltura, di microscopia
e di campionamento

Tabella 10.1 Alcuni riferimenti bibliografici per i metodi di analisi microbiologica degli alimenti

Riferimenti bibliografici

72 12 79 73 31 80 36 89

Conta diretta al microscopio x x x x x
Conta in piastra convenzionale x x x x x
Most probable number (MPN) x x x x x
Riduzione del colorante x
Coliformi x x x x x
Funghi x x x x
Anticorpi fluorescenti x x x
Piani di campionamento x x x x
Parassiti x
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10.1  Conta in piastra standard (SPC)

Con questo metodo, porzioni dei campioni alimentari vengono miscelate o omogeneizzate,
per consentire l’allestimento di diluizioni seriali che sono successivamente piastrate sulla
superficie o all’interno di uno specifico terreno agarizzato; una volta effettuata la semina, le
piastre vengono incubate a temperatura appropriata per un dato periodo di tempo, trascorso
il quale tutte le colonie visibili vengono contate avvalendosi di un contatore elettronico Que-
bec. Il metodo SPC è di gran lunga il più utilizzato per determinare il numero di cellule o di
unità formanti colonia (ufc) nei prodotti alimentari. Quando per uno specifico prodotto sono
riportate le conte totali vitali, i valori dovrebbero essere valutati in funzione di alcuni tra i
seguenti fattori.

1. Metodo di campionamento utilizzato.
2. Distribuzione dei microrganismi nel campione alimentare.
3. Natura della microflora dell’alimento.
4. Natura della matrice alimentare.
5. Storia del prodotto alimentare prima dell’esame.
6. Idoneità nutrizionale del terreno di crescita utilizzato.
7. Temperatura e tempo di incubazione impiegati.
8. pH, aw e Eh del terreno di crescita.
9. Tipo di soluzione utilizzata per le diluizioni.
10. Numero relativo di microrganismi nel campione alimentare.
11. Presenza di microrganismi competitivi o antagonisti.

Oltre ai limiti intrinseci già ricordati, per alcuni gruppi di microrganismi la scelta delle
procedure di piastramento risulta ulteriormente limitata dal grado di inibizione e di efficacia
degli agenti selettivi e/o differenziali impiegati.

Sebbene il più delle volte la conta su piastra venga effettuata per inclusione del campio-
ne nel terreno, risultati paragonabili possono essere ottenuti mediante spatolamento superfi-
ciale, che prevede l’impiego di piastre di terreno agarizzato, solidificato e asciutto in super-
ficie. I campioni diluiti vengono versati sulla superficie delle piastre; quindi, con l’ausilio di
spatole sterili, viene distribuito sull’intera superficie in modo uniforme e con cautela un
quantitativo di inoculo pari a 0,1 mL per piastra. Il piastramento superficiale è particolar-
mente utile per determinare la concentrazione nei prodotti alimentari dei microrganismi psi-
crotrofi sensibili al calore, in quanto questi non vengono a contatto con l’agar liquido. Tale
metodo è inoltre di scelta quando le caratteristiche delle colonie sono importanti per l’iden-
tificazione del microrganismo e per la maggior parte dei terreni selettivi. Gli aerobi stretti
sono chiaramente avvantaggiati dalla semina superficiale, mentre i microaerofili tendono a
crescere più lentamente. Tra gli svantaggi del piastramento superficiale vi sono i problemi
legati alla distribuzione in superficie (in particolar modo quando questa non è stata adegua-
tamente asciugata) e all’affollamento delle colonie, che rende il conteggio più difficoltoso.
(Vedi oltre la tecnica di semina a spirale.)

10.1.1  Omogeneizzazione dei campioni

Prima della seconda metà degli anni Settanta, i microrganismi venivano estratti dai campio-
ni di alimenti per il piastramento utilizzando quasi sempre miscelatori meccanici (tipo
Waring). Intorno al 1971, in Inghilterra, Sharpe e Jackson114 hanno sviluppato il Colwell sto-
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macher (di solito indicato semplicemente come stomacher), uno strumento ora utilizzato in
molti laboratori per omogeneizzare i campioni di alimenti da sottoporre a conta. Questo
dispositivo, relativamente semplice, consente di omogeneizzare il campione in sacchetti di
plastica speciali grazie all’azione vigorosa esercitata da due pale. L’azione meccanica disgre-
ga il campione alimentare e i microrganismi vengono rilasciati nella soluzione diluente. In
commercio sono disponibili diversi modelli, ma il modello 400 è il più ampiamente utilizza-
to nei laboratori di microbiologia degli alimenti, in quanto consente di trattare volumi com-
plessivi (soluzione diluente e campione alimentare) compresi tra 40 e 400 mL. 

Numerosi studi hanno confrontato lo stomacher con miscelatori ad alta velocità per l’ana-
lisi di alimenti. Le conte in piastra ottenute da campioni trattati con stomacher sono simili a
quelle ottenute con i miscelatori. In generale lo stomacher è preferito per i seguenti motivi:

– non è necessario pulire e riporre i contenitori del miscelatore;
– non si ha accumulo di calore durante le fasi operative (solitamente 2 minuti);
– i campioni omogeneizzati possono essere conservati nei sacchetti dello stomacher, in con-

gelatore, per un uso successivo;
– il rumore è meno fastidioso di quello dei miscelatori meccanici.

In uno studio effettuato da Sharpe e Harshman113 è stato dimostrato che, rispetto al misce-
latore, lo stomacher è meno letale per Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Esche-
richia coli. Un ricercatore ha osservato che i conteggi ottenuti con l’impiego dello stomacher
erano significativamente più alti rispetto a quelli ottenuti impiegando il miscelatore129, men-
tre altri ricercatori hanno conseguito conteggi più elevati con il miscelatore 5. Questi ultimi
ricercatori, in particolare, hanno dimostrato che i risultati ottenuti con lo stomacher variano a
seconda dell’alimento analizzato: il dispositivo consente risultati più attendibili per alcuni ali-
menti, ma non per altri. In un’altra ricerca, le analisi di conta su piastra effettuate con stoma-
cher, miscelatore e agitatore non hanno condotto a risultati significativamente differenti, seb-
bene le conte relative ai Gram-negativi siano state più alte per i campioni trattati con lo sto-
macher rispetto a quelle ottenute con gli altri due metodi63. Un altro vantaggio dello stoma-
cher rispetto al miscelatore riguarda l’omogeneizzazione della carne effettuata prima del test
di riduzione del colorante. Holley e colleghi54 hanno dimostrato che l’estrazione dei batteri
dalla carne utilizzando lo stomacher non causa una distruzione rilevante dei tessuti della
carne; di conseguenza vi è una minore quantità di composti riducenti in grado di interferire
con il test di riduzione della resazurina. Utilizzando il miscelatore, invece, la quantità di com-
posti riducenti rilasciati rende i risultati del test non significativi.

Un altro dispositivo, piuttosto simile allo stomacher, è il Pulsifier, che generando una
forte turbolenza nel campione di alimento da analizzare, causa il rilascio dei microrganismi.

10.1.2  Piastratore a spirale 

Il piastratore a spirale è un dispositivo meccanico che distribuisce l’inoculo liquido sulla
superficie di una piastra rotante, contenente un terreno agarizzato solidificato. Partendo da
un punto vicino al centro della piastra, il braccio di distribuzione procede verso l’esterno
della stessa, depositando il campione in una spirale di Archimede. Una siringa speciale eroga
volumi progressivamente decrescenti di campione, in modo da creare su una singola piastra
differenze di concentrazione fino a 10.000:1. Dopo incubazione a temperatura idonea, lo svi-
luppo delle colonie in corrispondenza delle cellule depositate vicino al centro rivela una den-
sità maggiore, che si riduce progressivamente spostandosi verso il bordo della piastra. 
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Sulle piastre così preparate, il conteggio delle colonie viene effettuato utilizzando una
particolare griglia (figura 10.1A). A seconda della densità relativa delle colonie, vengono
contate le colonie presenti in una o più aree specifiche della griglia applicata. Una piastra di
agar preparata mediante piastratore a spirale è rappresentata in figura 10.1B; in figura 10.1C
sono evidenziate le corrispondenti aree della griglia su cui è stato effettuato il conteggio. In
questo esempio sono stati depositati 0,0018 mL di campione e il numero di colonie conteg-
giate nelle due aree di riferimento è stato, rispettivamente, 44 e 63, corrispondenti a una
conta totale di 6,1 × 104 batteri per millilitro. 

Il piastratore a spirale qui descritto è stato ideato da Gilchrist e colleghi44, sebbene alcuni
principi legati al suo funzionamento fossero già stati presentati da altri ricercatori, tra i quali
Reyniers105 e Trotman128. Il metodo è stato studiato da numerosi ricercatori e confrontato con
altri metodi di conteggio di microrganismi vitali. Per esempio, è stato confrontato con il
metodo di conta su piastra convenzionale nell’analisi di 201 campioni di latte crudo e pasto-
rizzato, ottendendo risultati complessivamente concordanti30. Una ricerca condotta in colla-
borazione da sei analisti su campioni di latte ha dimostrato che i risultati ottenuti con l’im-
piego del piastratore a spirale sono comparabili con quelli ottenuti con la conta su piastra
convenzionale. La deviazione standard relativa al piastramento a spirale è stata 0,109, men-
tre quella relativa al metodo convenzionale è stata 0,110 94. In un’altra ricerca il piastratore a
spirale è stato confrontato con altri tre metodi (inclusione, semina di superficie e agar dro-
plet): al livello di significatività del 5% non sono state rilevate differenze tra le quattro tec-
niche 62. In un altro studio i conteggi ottenuti con il piastratore a spirale sono risultati altret-
tanto validi di quelli ottenuti con agar droplet 51. La semina a spirale è un metodo ufficiale
dell’AOAC (Association of Official Analytical Chemists). 
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Figura 10.1 Griglia per il conteggio delle colonie utilizzata nel piastramento a spirale (A); crescita
di microrganismi in una piastra dopo semina a spirale (B); aree della piastra in cui viene effettuata
la conta (C). In questo esempio sono stati inoculati 0,0018 mL; il numero di colonie risultanti nelle
due aree di riferimento è stato, rispettivamente, 44 e 63, con una conta totale media di 6,1 × 10 4
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Rispetto alla semina standard, questo metodo presenta, tra gli altri, i seguenti vantaggi:
minore impiego di agar; utilizzo di un numero inferiore di piastre, diluizioni e pipette; pos-
sibilità di analizzare in un’ora un numero di campioni tre o quattro volte superiore rispetto
alle metodiche tradizionali 69. Possono essere preparate anche 50 o 60 piastre all’ora, e ciò
richiede un addestramento limitato62. Tra gli svantaggi del metodo vi è il rischio di ostruzio-
ne della punta di erogazione, causata dall’eventuale presenza di particelle di alimento. Anche
per questo motivo, il metodo è più indicato per gli alimenti liquidi come il latte. È stato idea-
to un contatore di colonie a raggio laser da utilizzare con questo dispositivo. A causa del
costo elevato, tale dispositivo non è sempre presente nei laboratori che non devono analiz-
zare quotidianamente un gran numero di piastre. (Questo metodo è ulteriormente descritto
nel riferimento bibliografico 36.)

10.2  Membrane filtranti

Questa tecnica prevede l’impiego di membrane con pori di dimensioni tali da trattenere i bat-
teri (in genere 0,45 μm), ma da permettere il passaggio dell’acqua o della soluzione utilizza-
ta per le diluizioni. Dopo raccolta dei batteri mediante filtrazione di un dato volume di cam-
pione, la membrana viene posta su una piastra di agar o su un tampone assorbente imbevuto
del terreno di coltura scelto e incubata in condizioni appropriate; una volta sviluppate, le
colonie vengono contate. In alternativa può essere effettuata la conta diretta al microscopio.
In questo caso i microrganismi raccolti sulla membrana vengono osservati e contati al micro-
scopio, dopo colorazione, lavaggio e trattamento della membrana per renderla trasparente.
Queste tecniche sono particolarmente adatte per campioni contenenti un numero ridotto di
batteri. Sebbene volumi relativamente elevati di acqua possano passare attraverso una mem-
brana senza intasarla, una singola membrana può essere utilizzata per filtrare solo piccoli
campioni di alimenti, opportunamente omogeneizzati e diluiti.

L’efficienza globale dei metodi con membrane filtranti per la determinazione del numero
di microrganismi mediante conta diretta al microscopio è stata migliorata dall’introduzione
di coloranti fluorescenti. Questi coloranti, insieme ai microscopi a epifluorescenza, sono
stati utilizzati piuttosto ampiamente dai primi anni Settanta per determinare la carica batte-
rica delle acque. I filtri di cellulosa sono stati tra i primi a essere impiegati; tuttavia i filtri
nucleopore in policarbonato offrono il vantaggio di trattenere tutti i batteri sulla superficie
del filtro. Analizzando le acque di lago e di oceano con entrambi i tipi di membrana, il valo-
re della conta microbica ottenuto con le membrane nucleopore è risultato doppio rispetto a
quello ottenuto con le membrane di cellulosa 52.

10.2.1  Conta diretta su filtro con microscopio in epifluorescenza (DEFT)

Questa tecnica di filtrazione su membrana può essere considerata una variante migliorativa
del metodo di base. La DEFT (direct epifluorescent filter technique), che è basata sull’im-
piego di coloranti fluorescenti e della microscopia a fluorescenza 52, è stata valutata da nume-
rosi ricercatori come metodo rapido per la determinazione dei microrganismi negli alimenti.
Di norma, il campione di alimento omogeneizzato e diluito viene filtrato attraverso un filtro
di nylon con porosità da 5 μm; il filtrato viene raccolto e trattato con 2 mL di Triton X-100
e 0,5 mL di tripsina, che ha la funzione di lisare le cellule somatiche e prevenire l’intasamen-
to dei filtri. Dopo incubazione il filtrato trattato viene fatto passare attraverso una membra-
na nucleopore in policarbonato con pori di 0,6 μm; il filtro viene quindi colorato con aran-
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cio di acridina. Dopo essiccamento, le cellule colorate vengono contate utilizzando il micro-
scopio a epifluorescenza; il numero di cellule per grammo si calcola moltiplicando il nume-
ro medio per campo per il fattore del microscopio. I risultati possono essere ottenuti in 25-
30 minuti ed è possibile rilevare concentrazioni di sole 6.000 ufc/g in prodotti carnei e latte.

La DEFT è stata impiegata per il latte 97, ottenendo risultati coerenti con quelli rilevati
mediante conta aerobia in piastra e metodo standard breed DMC nel latte crudo che conte-
neva tra 5 × 103 e 5 × 108 batteri per millilitro. Il metodo è stato adattato per contare i batteri
Gram-negativi vitali e tutti i batteri Gram-positivi presenti nel latte in circa 10 minuti108. In
circa 20 minuti è stato possibile rilevare concentrazioni di soli 5.700 batteri per millilitro in
latte e prodotti derivati sottoposti a trattamento termico 98. In uno studio, condotto in colla-
borazione da sei laboratori, sono state confrontate la DEFT e la conta aerobia in piastra: il
coefficiente di correlazione era generalmente superiore a 0,9, ma rispetto all’APC la ripeti-
bilità del metodo DEFT è risultata 1,5 volte minore e la riproducibilità 3 volte minore96. Gli
alimenti solidi possono essere esaminati mediante DEFT dopo appropriata filtrazione; in uno
studio è stato possibile rilevare un numero di microrganismi < 60.000 per grammo99. La
DEFT è stata impiegata con successo per valutare la carica microbica in carne e pollame120

e sulle superfici a contatto con gli alimenti53. (Per ulteriori informazioni si consiglia la con-
sultazione del riferimento bibliografico 95.)

10.2.2  DEFT per la conta di microcolonie

La DEFT consente la conta diretta delle cellule al microscopio; la microcolony-DEFT è una
variante che permette di determinare solo le cellule vitali presenti nel campione. In genere, i
campioni di alimenti omogeneizzati vengono filtrati attraverso le membrane DEFT, queste
vengono quindi poste sulla superficie di idonei terreni colturali e incubate per consentire lo
sviluppo delle microcolonie. Per i batteri Gram-negativi sono necessarie 3 ore di incubazio-
ne, per i Gram-positivi 6 ore107. Le microcolonie che si sviluppano devono essere osservate
al microscopio. In 8 ore è stato possibile rilevare concentrazioni di coliformi, Pseudomona-
daceae e stafilococchi pari a sole 103 cellule per grammo107.

Un’altra variante della microscopia a epifluorescenza delle microcolonie combina il
metodo DEFT con quello del filtro a griglia a membrana idrofobica (HGMF)106. Con questo
metodo il campione, che non deve essere trattato né con detergenti né con enzimi, viene fil-
trato attraverso membrane nucleopore in policarbonato; le membrane vengono poi trasferite
sulla superficie di un terreno agarizzato selettivo e incubate per 3 o 6 ore, a seconda che deb-
bano svilupparsi batteri Gram-negativi o Gram-positivi (analogamente alla procedura segui-
ta per il microcolony-DEFT). Al termine dell’incubazione, le membrane vengono colorate
con arancio di acridina e le microcolonie possono essere enumerate mediante microscopia a
epifluorescenza. Se non vengono effettuati passaggi per recuperare i microrganismi danneg-
giati, i risultati possono essere ottenuti in meno di 6 ore, altrimenti sono necessarie 12 ore106.

10.2.3  Filtro con membrana idrofobica reticolata

Questa tecnica (HGMF, hydrophobic grid membrane filter), inizialmente proposta da Shar-
pe e Michaud118,119, è stata poi ulteriormente sviluppata e utilizzata per determinare la conta
microbica in diversi prodotti alimentari. Il metodo impiega un filtro appositamente realizza-
to, costituito da un reticolo di 1600 celle posto su un singolo filtro a membrana, che limita
la crescita e le dimensioni della colonia all’interno di un’unica cella. Su un filtro possono
essere contate – con il metodo del MPN (eventualmente automatizzato) – da 10 a 9 × 104 cel-
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lule19. Tale tecnica consente di rilevare anche solo 10 cellule per grammo e i risultati posso-
no essere ottenuti in 24 ore circa116; può essere utilizzata per determinare tutte le ufc oppure
gruppi specifici, tra i quali microrganismi indicatori 8,15,33, funghi17, salmonelle 32 e Pseudo-
monadaceae66. L’AOAC ne ha approvato l’impiego per la conta di coliformi totali, coliformi
fecali, salmonelle, lieviti e muffe. Il metodo con membrane reticolate ISO per la ricerca di
funghi prevede l’impiego di uno speciale terreno per il piastramento, contenente due antibio-
tici antibatterici e trypan blue, che conferisce alle colonie fungine una colorazione blu; pos-
sono essere rilevate anche sole 10 ufc in 48 ore.

In una tipica applicazione, 1 mL di campione omogeneizzato diluito in rapporto 1:10
viene filtrato attraverso una membrana filtrante; la membrana viene quindi posta su un ter-
reno di crescita agarizzato e si procede all’incubazione per una notte per permettere la cre-
scita delle colonie. Le celle che contengono le colonie vengono contate e si calcola il MPN.
Il metodo consente di filtrare fino a 1 g di alimento per membrana117. Il metodo ISO con
membrana reticolata (ISO-GRID), per l’isolamento di E. coli negli alimenti, prevede l’im-
piego di 39 SD agar, che si è dimostrato più versatile rispetto al LMG agar (lattosio monen-
sin glucuronato), se utilizzato in associazione con MUG (4-metilumbelliferil-β-D-glucuroni-
de), poiché consente di rilevare contemporaneamente E. coli O157:H7 e di E. coli β-glucu-
ronidasi positivi 34. Il metodo con 39 SD agar fornisce i risultati in circa 24 ore con una sen-
sibilità < 10, mentre il metodo LMG richiede circa 30 ore. 

Quando confrontata con il metodo MPN a 5 tubi per coliformi, la tecnica HGMF – che
prevede una fase di rivitalizzazione dei microrganismi – ha prodotto risultati statisticamente
equivalenti, sia per i coliformi sia per i coliformi fecali19. Per l’enumerazione dei coliformi
fecali, i filtri HGMF sono stati posti prima su agar tripticase soia (TSA) per 4 ore a 35 °C
(per rivitalizzare le cellule danneggiate) e poi trasferiti su m-FC agar e incubati nuovamen-
te. È stata sviluppata una procedura HGMF, basata sul dosaggio immuno-enzimatico (ELA),
per il recupero di ceppi di E. coli O157:H7 enteroemorragici (EHEC) dagli alimenti126. Tale
metodo prevede l’impiego di un particolare terreno di crescita in piastra che consente ai
ceppi HC di svilupparsi a 44,5 °C. Il terreno speciale HC agar contiene solo lo 0,113% di sali
biliari n. 3 rispetto all’usuale 0,15%. Con questo terreno è stato recuperato da carne bovina
macinata circa il 90% dei ceppi HC 124. Il metodo HGMF-ELA prevede l’impiego di HC agar,
l’incubazione a 43 °C per 16 ore, il lavaggio delle colonie cresciute sulle membrane, l’espo-
sizione delle membrane a una soluzione fissante e, infine, l’immersione in un complesso
costituito da proteine e anticorpi coniugati con perossidasi A estratta da radice di rafano. Con
questa tecnica, le colonie ELA-positive assumono una colorazione violacea e il 95% dei
ceppi HC può essere recuperato entro 24 ore, con un limite di sensibilità di 10 ceppi HC per
grammo di carne.

10.3  Conta delle colonie al microscopio

I metodi per la conta delle colonie al microscopio prevedono il conteggio delle microcolonie
che si sviluppano su uno strato di agar posto sui vetrini da osservazione. Il primo metodo
ideato è stato quello di Frost, che consisteva nella distribuzione di 0,1 mL di una miscela
latte-agar su 4 cm2 di un vetrino. Dopo incubazione, essiccamento e colorazione, le micro-
colonie venivano contate con l’ausilio di un microscopio. In un altro metodo, 2 mL di agar
fuso erano miscelati con 2 mL di latte tiepido, quindi 0,1 mL dell’agar inoculato venivano
distribuiti su un’area di 4 cm2. Dopo colorazione con blu tionina, il vetrino era osservato con
un microscopio a campo largo con obiettivo da 16 mm 65. 
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10.4  Agar droplet

In questo metodo (noto anche come agar goccia), ideato da Sharpe e Kilsby115, l’alimento
omogeneizzato viene diluito in tubi contenenti agar fuso (45 °C). Per ogni campione viene
impiegata una serie di tre tubi di agar, inoculando il primo con 1 mL di alimento omogeneiz-
zato. Dopo miscelazione, con una pipetta capillare sterile (che teoricamente lascia cadere
gocce da 0,033 mL), si forma sul fondo di una piastra Petri vuota una linea di 5 gocce da 0,1
mL di terreno inoculato con il campione. Con la stessa pipetta si prelevano tre gocce (0,1 mL)
dal primo tubo e si trasferiscono nel secondo tubo; dopo miscelazione con l’agar fuso conte-
nuto all’interno di quest’ultimo, si forma, accanto alla prima, un’altra linea di 5 gocce da 0,1
mL. Questa serie di passaggi viene ripetuta anche per il terzo tubo. La piastra Petri contenen-
te le gocce di agar viene incubata per 24 ore e le colonie successivamente enumerate con
l’aiuto di un obiettivo 10 ×. Con questo metodo, i risultati ottenuti per colture pure, carni e
vegetali erano confrontabili con quelli ottenuti con il metodo di conta in piastra tradizionale;
per la carne macinata i valori erano leggermente più elevati rispetto a quelli ottenuti dalla
conta in piastra. Il metodo dell’agar droplet fornisce, dopo incubazione per 24 ore, risultati
confrontabili con quelli ottenuti dalla conta in piastra tradizionale dopo 48 ore di incubazio-
ne, ed è quindi più rapido di quest’ultima; inoltre, non è necessario allestire il bianco ed è suf-
ficiente una sola piastra Petri per campione.

10.5  Film reidratabili e metodi analoghi

Le piastre pronte all’uso reidratabili, prodotte dalla 3M e note come Petrifilm, sono costitui-
te da due pellicole di materiale plastico unite per un lato, ricoperte dagli ingredienti del ter-
reno di coltura e da un agente gelificante solubile in acqua fredda. Sono disponibili piastre
Petrifilm con terreni non selettivi, per effettuare la conta in piastra aerobia (APC), oppure
con terreni selettivi, per determinare specifici gruppi di microrganismi. Questo sistema,
approvato dalla AOAC, rappresenta un’alternativa accettabile ai metodi convenzionali di
conta in piastra, che fanno uso di normali piastre Petri. 

Nella pratica, 1 mL di diluente viene posto tra le due pellicole e distribuito sulla superfi-
cie dei nutrienti esercitando una pressione mediante un apposito dispositivo piatto. Dopo
incubazione, le microcolonie appaiono rosse sul film non selettivo per la presenza di coloran-
te a base di tetrazolio nella fase nutriente. Oltre che per la determinazione della conta aero-
bia in piastra, sono disponibili piastre Petrifilm che consentono lo sviluppo e la conta di grup-
pi specifici, tra i quali coliformi ed E. coli. Nella determinazione della conta aerobia in pia-
stra di 108 campioni di latte il metodo del film reidratabile è risultato altamente correlato con
il metodo di conta tradizionale e si è quindi dimostrato una valida alternativa45. Nel conteg-
gio dei coliformi in 120 campioni di latte crudo il metodo VRB-Petrifilm ha fornito risultati
coerenti con quelli ottenuti con il metodo tradizionale del violet red bile agar (VRBA) e con
il metodo MPN84. Per la conta di E. coli in terreno reidratabile (EC agar) è stato sviluppato
un metodo che prevede l’impiego di un substrato per la β-glucuronidasi, che consente di dif-
ferenziare agevolmente E. coli dagli altri coliformi, grazie alla formazione di un alone blu
attorno alle colonie. In uno studio condotto su 319 campioni alimentari, il metodo che impie-
ga il terreno EC ha fornito risultati analoghi a quelli dei metodi MPN e VRBA classici 75.

Il terreno per piastre Redigel non contiene agar quale agente solidificante; per il suo
impiego, gli ingredienti presterilizzati vengono inoculati con il campione alimentare omoge-
neizzato o diluito, si miscela il tutto e si attende la solidificazione che avviene dopo circa 30
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minuti. Questo mezzo di crescita è particolarmente indicato per la determinazione degli psi-
crotrofi: questi, infatti, non vengono esposti all’azione dell’agar fuso, che ne ridurrebbe la
concentrazione nel campione a causa della loro estrema sensibilità al calore. D’altra parte le
colonie sul terreno Redigel tendono a presentare dimensioni piuttosto ridotte. Comparando
questo metodo con tecniche quali Petrifilm, ISO-GRID e piastratore a spirale su sette tipo-
logie di alimenti diversi, sono stati ottenuti risultati statisticamente equivalenti 21.

Il metodo colturale SimPlate si basa sull’azione di diversi enzimi, comuni a un gran
numero di microrganismi di interesse alimentare. Il terreno di sviluppo contiene alcuni tipi
di substrati che vengono idrolizzati da tali enzimi, con conseguente rilascio di MUG (vedi
capitolo 11), la cui fluorescenza si manifesta alla lunghezza d’onda della luce ultravioletta.
Il metodo impiega piastre speciali munite di fori o pozzetti di incubazione, disponibili in due
misure, da 84 o da 198 pozzetti. In sostanza si tratta di un metodo MPN: a differenza dei
metodi convenzionali di piastramento, non consente la caratterizzazione dell’aspetto delle
colonie. In uno studio comparativo condotto sui frutti di mare, non è stata trovata alcuna dif-
ferenza tra i risultati ottenuti impiegando diversi metodi quali conta aerobia in piastra con
Petrifilm, Redigel, ISO-GRID e SimPlate 26. In un’altra ricerca effettuata su 751 campioni
alimentari il metodo SimPlate si è dimostrato una valida alternativa ai metodi convenziona-
li in piastra e a quelli che impiegano Petrifilm e Redigel16. Tuttavia, alcuni alimenti (come
fegato crudo, farina di frumento e noci) danno luogo a falsi-positivi. Nella determinazione
dei batteri eterotrofi presenti nell’acqua, condotta da sei laboratori diversi, è emerso che il
metodo SimPlate e la conta in piastra standard forniscono risultati comparabili 61. 

10.6  Most probable number (MPN)

In questo metodo le diluizioni dei campioni alimentari sono allestite come descritto per la
conta convenzionale in piastra. Si preparano tre diluizioni seriali decimali, con le quali si
seminano 9 o 15 tubi contenenti uno specifico terreno, a seconda che vengano impiegati 3 o
5 tubi per ciascuna diluizione. Il numero di microrganismi nel campione di partenza è calco-
lato mediante tabelle standard MPN. La determinazione è di tipo statistico e i risultati otte-
nuti sono in genere più elevati rispetto a quelli del metodo tradizionale. 

Questo metodo di analisi, introdotto da McCrady nel 1915, non è preciso. Infatti, quan-
do viene condotto utilizzando la serie di tre tubi, con un intervallo di confidenza del 95%, il
range dei valori è compreso tra 21 e 395. Quando si utilizza la serie di tre tubi, il 99% di
tutti i risultati è rappresentato da 20 delle 62 possibili combinazioni, mentre con la serie di
5 tubi il 99% di tutti i risultati è rappresentato da 49 combinazioni su 214 possibili131. In uno
studio collaborativo sulla densità dei coliformi negli alimenti, il valore MPN per il test a tre
tubi condotto su 10 prodotti è stato di 34, mentre in un’altra fase dello studio il limite supe-
riore era 60121.

Sebbene Woodward131 abbia concluso che molti valori MPN sono improbabili, questo meto-
do di analisi è diventato molto popolare. Tra i vantaggi che esso offre, vi sono i seguenti:

1. è relativamente semplice;
2. vi è maggiore probabilità, rispetto al metodo di conta in piastra convenzionale, che i risul-

tati ottenuti da laboratori diversi siano concordanti;
3. utilizzando appropriati terreni selettivi e differenziali, il metodo consente la determinazio-

ne di specifici gruppi di microrganismi;
4. è il metodo di scelta per determinare la concentrazione dei coliformi fecali. 
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Tra gli svantaggi del metodo, si ricordano: il non poter osservare la morfologia delle colo-
nie, la scarsa precisione e la grande quantità di vetreria necessaria (soprattutto quando viene
condotto con la serie di cinque tubi).

TEMPO è un metodo basato sul MPN che utilizza una scheda di conteggio associata a uno
specifico terreno, che consente la rilevazione rapida mediante fluorescenza di microrganismi
target; i risultati possono essere ottenuti entro 24 ore. Questo metodo non richiede diluizio-
ni seriali. 

10.7  Metodi basati sulla riduzione del colorante

I coloranti comunemente impiegati in questa procedura per la stima del numero di microrga-
nismi vitali in determinati prodotti sono il blu di metilene e la resazurina. Per effettuare il
test di riduzione del colorante, i surnatanti adeguatamente preparati dei campioni alimentari
vengono addizionati a soluzioni standard impiegate sia per la riduzione del blu di metilene,
che passa dalla colorazione blu a quella bianca, sia per la riduzione della resazurina, che vira
da una colorazione iniziale blu ardesia a rosa o bianco. Il tempo richiesto per la riduzione del
colorante è inversamente proporzionale al numero di microrganismi presenti nel campione. 

La riduzione del blu di metilene e della resazurina è stata studiata nel latte: con due ecce-
zioni, su 100 colture è stata osservata una buona corrispondenza tra il numero di batteri e il
tempo necessario per la riduzione dei due coloranti43. In uno studio sull’impiego del test di
riduzione della resazurina, come metodo rapido per valutare il deterioramento della carne
macinata, la perdita di colore del colorante, il punteggio relativo all’odore e la conta su pia-
stra sono risultati significativamente correlati111. Uno dei problemi associati alla riduzione
del colorante in particolari alimenti è l’intrinseca presenza di sostanze riducenti. Austin e
Thomas 9 hanno osservato che nelle carni crude la riduzione della resazurina è meno utile che
nelle carni cotte. Circa 600 campioni di carni cotte sono stati esaminati con successo median-
te riduzione della resazurina aggiungendo 20 mL di una soluzione allo 0,0001% di resazuri-
na a 100 g di carne affettata contenuta in una busta di plastica. Un altro modo per evitare che
le sostanze contenute nelle carni fresche influenzino i risultati del test di riduzione del colo-
rante è omogeneizzare il campione con lo stomacher, piuttosto che con il miscelatore Waring.
Gli omogeneizzati di carne cruda ottenuti utilizzando lo stomacher hanno dato risultati sod-
disfacenti al test di riduzione della resazurina, quando sono stati addizionati a una soluzione
di resazurina al 10% in latte scremato54. Gli omogeneizzati ottenuti mediante stomacher con-
tenevano una minore quantità di tessuti lesionati e, di conseguenza, una più bassa concentra-
zione di composti riducenti. Il metodo elaborato da Holley e colleghi54 è stato ulteriormente
valutato da Dodsworth e Kempton29; questi hanno osservato che la carne cruda con valori di
conta in piastra superiori a 107 batteri per grammo poteva essere individuata in 2 ore. Quan-
do è stata comparata con nitro blu di tetrazolio (NT) e indofenil nitrofenil tetrazolio (INT),
la resazurina ha fornito risultati più rapidi104. Con i campioni di superficie provenienti da car-
casse di pecora la resazurina è stata ridotta in 30 minuti da 18.000 ufc/m2, NT in 600 minu-
ti da 21.000 ufc/m2 e INT in 660 minuti da 18.000 ufc/m2 108. La riduzione del blu di metile-
ne è stata confrontata con la conta aerobia in piastra su 389 campioni di piselli congelati: i
risultati erano linearmente correlati nell’intervallo di conta aerobia compreso tra 2 e 6 log10

unità formanti colonie. I tempi medi di decolorazione sono stati, rispettivamente, di 8 e 11
ore per concentrazioni di 105 e 104 ufc/g. 

I test di riduzione del colorante sono impiegati, ormai da moltissimo tempo, nell’industria
lattiero-casearia per valutare la qualità microbiologica complessiva del latte crudo. Sempli-

Microbiologia degli alimenti240



cità, rapidità e bassi costi sono i punti di forza di questo metodo; inoltre, solamente le cellu-
le vitali riducono attivamente il colorante. D’altra parte, va sottolineato che non tutti i
microrganismi riducono il colorante allo stesso modo e che il metodo non è applicabile ai
campioni alimentari che contengono enzimi di riduzione, a meno che non si ricorra a parti-
colari trattamenti. (L’impiego di substrati modificati con composti fluorogeni e cromogeni in
microbiologia degli alimenti è discusso nel capitolo 11.)

10.8  Roll tubes (provette in rotazione)

Questo metodo si basa sull’impiego di appositi tubi con tappo a vite. Volumi predeterminati
di agar fuso e inoculato vengono aggiunti e lasciati solidificare nel tubo mantenuto in rota-
zione, in modo da formare sulla superficie interna uno strato sottile. Dopo adeguata incuba-
zione, le colonie vengono contate osservando il tubo in trasparenza. Attuato in assenza di
ossigeno, questo metodo si è dimostrato eccellente per il conteggio dei microrganismi anae-
robi più esigenti. (Per una revisione del metodo si consiglia il lavoro di Anderson e Fung3.)

10.9  Conta diretta al microscopio (DMC)

Nella forma più semplice della tecnica DMC i campioni di alimenti o le colture vengono stri-
sciati su un vetrino e colorati con un appropriato colorante; l’osservazione e la conta delle
cellule vengono effettuate con l’aiuto di un microscopio (mediante immersione dell’obietti-
vo in olio). Questi metodi sono i più ampiamente utilizzati nell’industria lattiero-casearia per
valutare la qualità microbiologica del latte crudo e di prodotti derivati dal latte; nello speci-
fico, il metodo impiegato è quello originariamente sviluppato da R.S. Breed (conta Breed).
In sintesi, il metodo consiste nel distribuire 0,01 mL di un campione su 1 cm2 di superficie
di un vetrino da microscopio; dopo fissazione, sgrassamento e colorazione del campione, i
microrganismi o gli aggregati di microrganismi vengono contati per mezzo di un microsco-
pio calibrato (per ulteriori dettagli, vedi il riferimento 73). Il metodo si è dimostrato adatto
per l’esame microbiologico rapido di altri prodotti, come alimenti essiccati o surgelati.

Tra i vantaggi offerti dal metodo DMC vi sono, oltre alla semplicità e alla rapidità, la pos-
sibilità di valutare la morfologia delle cellule e di impiegare sonde fluorescenti per aumenta-
re l’efficienza. Tra gli svantaggi, i principali sono: la conduzione dell’analisi risulta piuttosto
faticosa (come tutti i metodi microscopici); vengono contate sia le cellule vitali sia quelle non
vitali; le particelle di alimento non sono sempre distinguibili dai microrganismi; le cellule
microbiche non sono uniformemente distribuite, quindi alcune non assorbono bene il colo-
rante e non possono essere contate; i conteggi ottenuti risultano invariabilmente più alti di
quelli della conta in piastra convenzionale. Nonostante questa serie di svantaggi, il metodo
DMC è il più rapido per stimare le cellule microbiche presenti in un prodotto alimentare.

Un metodo di osservazione su vetrino, messo a punto per individuare ed enumerare le cel-
lule vitali11, utilizza il sale di tetrazolio (p-iodofenil-3-p-nitrofenil)-5-fenil tetrazolio cloruro
(INT). Le cellule vengono esposte a INT filtrato e sterilizzato per 10 minuti, a 37 °C a bagno-
maria; quindi si filtra attraverso una membrana speciale con porosità di 0,45 μm. Dopo essic-
camento per 10 minuti a 50 °C, la membrana viene preparata su un vetrino con olio di semi
di cotone, coperta con un coprioggetto e osservata. Il metodo si è dimostrato adatto per col-
ture pure di lieviti e batteri, ma utilizzato per il latte ha fornito sottostime, rispetto ai valori
di APC, di 1-1,5 unità logaritmiche. Impiegando il microscopio a fluorescenza e il coloran-
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te Viablue (fluorocromo modificato del blu di anilina), è possibile distinguere le cellule di
lievito vitali da quelle morte 60,67. Le cellule vitali possono essere determinate con il metodo
della conta diretta con arancio acridina (AODC, acridine orange direct count), che in sinte-
si prevede: colorazione con arancio acridina (0,01%), seguita da microscopia a epifluore-
scenza e conteggio delle cellule di colore arancio fluorescente. 

10.9.1  Conta delle muffe con il metodo di Howard

Questo metodo, basato sull’osservazione di vetrini al microscopio, fu ideato da B.J. Howard
nel 1911 per monitorare i prodotti derivati dal pomodoro. Il metodo richiede l’impiego di una
camera (vetrino) apposita per il conteggio del micelio fungino e non è applicabile ai prodot-
ti derivati dal pomodoro che sono stati sminuzzati. Un metodo simile a quello di Howard per
la conta delle muffe – e anch’esso descritto dalla AOAC 89 – è utilizzato per quantificare
Geotrichum candidum in frutti e bevande conservati in scatola. Su campioni di concentrato
di pomodoro, autoclavato e non autoclavato, il DEFT si è dimostrato positivamente correla-
to con il metodo di conta delle muffe; per tale motivo può essere utilizzato in alternativa alla
conta delle muffe di Howard 100. 

10.10  Esame microbiologico delle superfici

La necessità di mantenere le superfici a contatto con gli alimenti in corrette condizioni igie-
niche è evidente. Il problema principale che deve essere risolto quando si effettua l’esame
microbiologico delle superfici e degli utensili è rappresentato dal prelievo di una percentua-
le significativa della microflora presente. Anche se un determinato metodo non è in grado di
recuperare tutti i microrganismi, il suo impiego sistematico in aree specifiche di uno stabili-
mento di trasformazione degli alimenti può fornire informazioni utili, purché si tenga conto
del fatto che non tutti i microrganismi vengono recuperati. Nei paragrafi seguenti sono pre-
sentati i metodi più frequentemente impiegati per la valutazione delle superfici nelle indu-
strie alimentari.

10.10.1  Metodi tampone / tampone-risciacquo

Il prelievo mediante tamponi è il metodo più antico e anche più largamente impiegato per
l’esame microbiologico delle superfici, non solo nelle industrie alimentari ma anche negli
ospedali e nei ristoranti. Il metodo tampone-risciacquo – sviluppato da W.A. Manheimer e T.
Ybanez – impiega tamponi sia di cotone sia di alginato di calcio. Per analizzare un’area
determinata di una certa superficie, possono essere preparate sagome di misure corrispon-
denti alle dimensioni dell’area da esaminare, per esempio di 1 cm2. La sagoma sterile viene
applicata sulla superficie e l’area delimitata viene strofinata accuratamente con un tampone
inumidito. Il tampone viene quindi reinserito all’interno della provetta, contenente un appro-
priato diluente, e conservato in frigorifero fino al piastramento. All’occorrenza, il diluente
può contenere anche una sostanza neutralizzante. Quando si impiegano tamponi di cotone, è
necessario rimuovere i microrganismi dalle fibre, mentre nel caso di tamponi di alginato di
calcio i microrganismi vengono rilasciati nella soluzione diluente, in seguito alla dissoluzio-
ne dell’alginato mediante esametafosfato di sodio. I microrganismi contenuti nel diluente
vengono successivamente enumerati con un metodo idoneo, come la conta in piastra tradi-
zionale, ma per determinare specifici gruppi di microrganismi è possibile utilizzare appro-
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priati terreni selettivi. Secondo un innovativo metodo tampone-risciacquo, proposto da Kol-
ler 68, 1,5 mL di fluido vengono versati su una superficie piana e tamponati per 15 secondi su
un’area di 3 cm2; volumi di 0,1 e 0,5 mL di fluido sono quindi prelevati mediante micropi-
pette e piastrati in superficie o per inclusione utilizzando un terreno per la conta in piastra
convenzionale o terreni selettivi.

Per quanto riguarda l’efficacia relativa dei tamponi di cotone e di alginato di calcio, la
maggior parte dei ricercatori concorda nel ritenere che il secondo metodo consente di racco-
gliere un numero superiore di microrganismi. Mediante tamponi, alcuni ricercatori hanno
recuperato appena il 10% dei microrganismi dalle carcasse bovine 87, il 47% di spore di
Bacillus subtilis dalle superfici in acciaio inossidabile 7 e fino al 79% dalla superficie delle
carni 22,93. I risultati ottenuti dai tamponi effettuati sulle carcasse di carne bovina sono risul-
tati mediamente 100 volte più alti rispetto a quelli forniti dal metodo della piastra a contatto
e la deviazione è stata considerevolmente più bassa87. In quest’ultimo caso i ricercatori
hanno constatato che il metodo del tampone è il più adatto per superfici flessibili, irregolari
e fortemente contaminate. La facilità con cui i microrganismi vengono asportati dalla super-
ficie dipende dalla struttura della superficie stessa e dalla natura e tipologia della flora micro-
bica presente. Nonostante i suoi limiti, il metodo del tampone-risciacquo resta comunque un
sistema rapido, semplice ed economico per valutare la popolazione microbica delle superfi-
ci degli alimenti e degli utensili.

Il test basato sulla misura dell’ATP, per determinare la presenza di cellule entro 2-5 minuti
dal prelievo, consente l’impiego in linea del metodo con tampone. Sebbene in questa applica-
zione il test basato sull’ATP non sia specifico per i batteri, esso fornisce informazioni utili sulla
contaminazione delle superfici e può essere impiegato per valutazioni rapide dell’efficacia
delle procedure di sanificazione. (I fondamenti di questa tecnica sono riportati nel capitolo 11.)

10.10.2  Metodo della piastra a contatto diretto

Il metodo a contatto diretto (RODAC, replicate organism direct agar contact) impiega par-
ticolari piastre Petri, nelle quali vengono versati volumi di 15,5-16,5 mL di un appropriato
terreno agarizzato, con il risultato che lo spessore del terreno è maggiore rispetto alla norma.
Capovolgendo la piastra, l’agar solido viene portato a contatto diretto con la superficie da
esaminare. Questa metodica è stata elaborata da Gunderson e Gunderson nel 1945 e ulterior-
mente sviluppata da Hall e Hartnett nel 1964. Quando le superfici da esaminare sono state
pulite con taluni detergenti, occorre includere nel terreno una sostanza neutralizzante (per
esempio lecitina, Tween 80 ecc.). Una volta esposte, le piastre vengono coperte e incubate;
successivamente vengono contate le colonie. 

Tra gli svantaggi principali di questo metodo vi sono la completa copertura della superfi-
cie della piastra di agar da parte delle colonie e la sua inefficacia nel caso di superfici forte-
mente contaminate. Questi limiti possono essere minimizzati utilizzando piastre con super-
fici perfettamente asciutte e contenenti terreni selettivi28. Il metodo RODAC è di scelta quan-
do le superfici da esaminare sono lisce, solide e non porose 7,87. Sebbene la procedura non sia
adatta per le superfici fortemente contaminate, è stato stimato che per rilevare la contamina-
zione su una superficie – sia con il metodo della piastra a contatto sia con quello del tampo-
ne – la soluzione contaminante deve contenere almeno 10 cellule per millilitro 87. Gli autori
di quest’ultima hanno osservato, inoltre, che il metodo della piastra a contatto diretto è in
grado di asportare solo lo 0,1% circa della popolazione microbica presente in superficie: ciò
significa che se con questo metodo vengono rilevate 10 ufc/cm2, il numero di microrganismi
realmente presenti sulla superficie esaminata sarà di circa10 4 ufc/cm2. Quando superfici di
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acciaio inossidabile sono state contaminate da endospore di B. subtilis, con il metodo
RODAC è stato rilevato il 41% delle spore e con la tecnica del tampone il 47% 7. In un’altra
ricerca quest’ultimo metodo si è dimostrato migliore rispetto a quello della piastra a contat-
to quando il grado di contaminazione era di 100 o più microrganismi per 21-25 cm2 112. D’al-
tra parte, il metodo della piastra a contatto fornisce migliori risultati a basse concentrazioni
di contaminanti. Nella determinazione del grado di contaminazione delle superfici, i due
metodi risultano ben correlati.

10.10.3  Metodi agar siringa/agar sausage

Il metodo agar siringa è stato proposto da W. Litsky nel 1955 e successivamente modificato6.
In questa tecnica si impiega una siringa privata dell’estremità inferiore per creare un cilindro
cavo, che viene riempito con agar. Uno strato di agar viene spinto direttamente a contatto con
la superficie da analizzare mediante lo stantuffo della siringa. Tale strato viene quindi taglia-
to e posto su una piastra Petri; dopo incubazione si procede con la conta delle colonie. Il
metodo “agar sausage” (noto anche come “agar salsiccia”), proposto da L. ten Cate125, è simi-
le al precedente ma impiega tubi di plastica anziché siringhe modificate; è stato ampiamente
utilizzato in Europa per valutare la contaminazione delle carcasse e delle superfici degli
impianti per la lavorazione degli alimenti. Entrambi i metodi sono considerati varianti del
RODAC e presentano gli stessi svantaggi legati alla copertura delle piastre da parte delle
colonie e alla loro limitata applicabilità ai campioni con basso livello di contaminazione
superficiale. Poiché aggregati o catene di microrganismi presenti sulle superfici possono dare
luogo a singole colonie, le conte ottenute con questi metodi sono più basse rispetto a quelle
risultanti dai metodi che consentono la separazione delle catene e degli aggregati. 

Per l’esame delle carcasse delle carni, Nortje e colleghi88 hanno confrontato tre metodi:
doppio tampone, asportazione e agar salsiccia. Il metodo dell’asportazione del campione è
risultato il più affidabile; il metodo dell’agar sausage modificato ha presentato una correlazio-
ne con quello dell’asportazione maggiore rispetto al doppio tampone. Il metodo dell’agar sau-
sage è raccomandato dai ricercatori per la sua semplicità, velocità e accuratezza.

10.10.4  Altri metodi per l’analisi delle superfici

Analisi diretta della superficie
Diversi ricercatori hanno impiegato metodi di piastramento diretto delle superfici, nei quali
agar fuso viene versato sulla superficie o sull’utensile da analizzare. Dopo solidificazione la
forma di agar viene posta in una piastra Petri e successivamente incubata. Angelotti e Foter 6

hanno proposto l’utilizzo di questa tecnica come metodo di riferimento per la determinazio-
ne della contaminazione superficiale, poiché è eccellente per l’enumerazione dei microrga-
nismi vitali contenuti nei particolati 35. Il metodo è stato applicato con successo per determi-
nare la sopravvivenza delle endospore di Clostridium sporogenes sulle superfici in acciaio
inossidabile 83. Nonostante sia considerato un’efficace strumento di ricerca, il metodo non si
presta all’impiego in analisi di routine negli stabilimenti alimentari.

Film adesivi
Il metodo dei film adesivi di Thomas è stato utilizzato con un certo successo da Mossel e col-
leghi82. Viene condotto premendo un film o un nastro adesivo contro la superficie del campio-
ne, la superficie esposta del film viene successivamente premuta su una piastra contenente ter-
reno solido. Questo metodo è risultato meno efficace rispetto a quello del tampone nel recu-
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pero della popolazione batterica presente su superfici di legno82. Un metodo basato sull’im-
piego di nastro adesivo è stato impiegato con successo nella determinazione dei microrgani-
smi sulla superficie delle carni41. In un recente studio condotto su carcasse di maiale sono stati
messi a confronto i metodi tampone, RODAC e nastro adesivo (Mylar); la correlazione tra
RODAC e quello con nastro adesivo è risultata migliore rispetto alla correlazione tra tampo-
ne e nastro adesivo o tra tampone e RODAC 25. Tamponi con supporti di plastica contenenti
terreno di coltura sono stati usati per monitorare i microrganismi nelle bottiglie 27.

Metodo tampone/agar slant
Il metodo tampone/agar slant, descritto nel 1962 da N-H. Hansen e utilizzato con buoni risul-
tati da alcuni ricercatori europei, consiste nel prelievo del campione per mezzo di tamponi di
cotone, che vengono direttamente trasferiti su provette inclinate (slant). Dopo essere state
incubate, le provette vengono suddivise in due gruppi di unità logaritmiche, a seconda del
numero di colonie sviluppatesi. Il numero medio di colonie è determinato osservando la distri-
buzione dei risultati su una tabella delle probabilità. Un metodo che può essere considerato
simile al precedente è quello tampone/piastra, proposto da Ølgaard 90. Per eseguire tale tecni-
ca è necessario individuare e delimitare la superficie da campionare mediante una mascheri-
na sterile e strofinare roteando la punta del tampone sulla superficie; per l’interpretazione dei
dati è necessario rifarsi a standard di riferimento presenti in letteratura.

Dispositivi a ultrasuoni
Questi dispositivi possono essere utilizzati per determinare la contaminazione microbica
superficiale; le superfici da esaminare devono però essere di piccole dimensioni e asportabi-
li, per poter essere poste all’interno di un contenitore immerso nel diluente. Una volta collo-
cato il contenitore nell’apparecchio a ultrasuoni, l’energia generata provoca il rilascio dei
microrganismi nella soluzione diluente. Un possibile impiego più pratico degli ultrasuoni è
la rimozione dei batteri dai tamponi di cotone utilizzati nel metodo tampone-risciacquo102.

Spray gun
Il metodo “spray gun”, ideato da Clark 22,23, è basato sull’azione di un getto di soluzione di
lavaggio su una superficie circoscritta; la soluzione recuperata viene successivamente semi-
nata in piastra. Sebbene l’apparecchiatura sia portatile, è necessario un generatore di aria
compressa. Nel recupero dei batteri dalle superfici delle carni tale metodo si è dimostrato più
efficace di quello con tampone. 

10.11  Microrganismi metabolicamente danneggiati

Quando i microrganismi sono soggetti a stress ambientali, quali riscaldamento e congela-
mento subletali, molte cellule riportano un danno metabolico che si traduce nell’incapacità
di formare colonie su terreni selettivi, tollerati dalle cellule non danneggiate. La presenza di
eventuali danni metabolici in una coltura può essere determinata piastrando aliquote separa-
te su un terreno non selettivo e su un terreno selettivo e contando le colonie che si sono svi-
luppate dopo un adeguato periodo di incubazione. Le colonie sviluppate sul terreno non
selettivo derivano sia dalle cellule danneggiate sia da quelle non danneggiate, mentre sul ter-
reno selettivo si sviluppano solo le cellule non danneggiate. La differenza tra il numero di
colonie riscontrate sui due terreni è la misura del numero di cellule danneggiate presenti
nella coltura o nella popolazione originarie. Questo principio è illustrato nella figura 10.2,
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ricavata da dati dello studio di Tomlins e colleghi127 sul danno subletale da calore in S.
aureus. In questa ricerca il microrganismo è stato sottoposto a una temperatura di 52 °C per
un tempo di 15 minuti in tampone fosfato a pH 7,2, allo scopo di danneggiare le cellule. La
semina in piastra al tempo zero e dopo 15 minuti di trattamento termico, in un terreno non
selettivo, come TSA (trypticase soy agar) e selettivo, come TSAS (stress medium: TSA +
7,0% di NaCl), ha evidenziato sul terreno TSA solo una leggera riduzione del numero di cel-
lule, mentre sul terreno TSAS i valori sono risultati considerevolmente ridotti, indicando un
danno di grado elevato rispetto alla capacità di sopportare concentrazioni saline normalmen-
te tollerate dalle cellule non danneggiate. Per consentire il recupero della loro funzionalità,
le cellule danneggiate dal trattamento termico sono state poste in nutrient broth (terreno di
recupero) e successivamente incubate alla temperatura di 37 °C per 4 ore. Piastrando su
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Figura 10.2 Curva di sopravvivenza e recupero di S. aureus MF-31. (A) Danno riportato in seguito a
esposizione a 52 °C per 15 minuti in una soluzione tampone di fosfato di potassio 100 mM. (B) Recu-
pero delle cellule danneggiate dall’esposizione al calore in nutrient broth (NB) a 37 °C. Simboli: (�)
campioni seminati in piastra su TSA per la conta vitale totale; (�) campioni seminati in piastra su TSAS
per la stima della popolazione microbica danneggiata: recupero delle cellule in NB contenente 100
μg/mL di cloramfenicolo; (�) campioni seminati in piastra su TSAS. (Da Tomlins et al.127, Canadian
Journal of Microbiology 17: 759-765, 1971, National Research Council of Canada, con autorizzazione)



TSAS aliquote derivanti dal terreno di recupero dopo ogni ora di incubazione, si può osser-
vare che le cellule danneggiate riacquistano la capacità di resistere a concentrazioni del 7%
di NaCl dopo 4 ore di incubazione.

La presenza di cellule metabolicamente danneggiate negli alimenti e la loro capacità di
recupero durante la coltivazione è di fondamentale importanza, in relazione sia ai microrga-
nismi patogeni sia a quelli alteranti. I dati riportati suggeriscono che, se per individuare la
presenza di S. aureus in prodotti pastorizzati con trattamento termico venisse utilizzato un
mezzo a elevata concentrazione salina, il numero di cellule vitali rinvenute risulterebbe di
circa 3 unità logaritmiche inferiore a quello reale. Numerosi studi hanno dimostrato che il
danneggiamento dei microrganismi presenti negli alimenti non è indotto solo dal riscalda-
mento e dal congelamento subletali, ma anche da trattamenti di liofilizzazione, essiccamen-
to, irradiazione, aerosolizzazione, colorazione, come pure dalla presenza negli alimenti di
sodio azide, sali, metalli pesanti, antibiotici, oli essenziali e altre sostanze chimiche come
acido etilendiamminotetracetico (EDTA) e disinfettanti.

Il riconoscimento degli stress subletali nei microrganismi di interesse alimentare e lo stu-
dio della loro influenza sulla crescita microbica in diverse condizioni risale agli anni attorno
al 1900; tuttavia la comprensione completa di questo fenomeno è stata conseguita solo alla
fine degli anni Sessanta. All’inizio dello stesso decennio si osservò che un’iniziale rapida
diminuzione del numero dei microrganismi metabolicamente danneggiati era seguita da un
recupero limitato durante il processo di riparazione (“Phoenix phenomenon”). Nel 1943 Nel-
son85 constatò che i batteri sottoposti a trattamento termico presentavano maggiori richieste
nutrizionali. (Nelson condusse anche una rassegna dei precedenti lavori di altri ricercatori.)
Gunderson e Rose46 osservarono che il numero di coliformi isolati da prodotti a base di pollo
surgelati, in grado di crescere su VRBA, diminuiva progressivamente all’aumentare del
tempo di conservazione dei prodotti. Hartsell 50 inoculò salmonelle in alcuni alimenti, conge-
lò gli alimenti inoculati e, quindi, studiò il destino dei microrganismi in essi presenti duran-
te la conservazione. Su terreni altamente nutritivi e non selettivi è stato possibile recuperare
un numero di microrganismi maggiore rispetto a quello recuperato su terreni selettivi quali
MacConkey, desossicolato o VRBA. L’importanza del terreno di isolamento nel recupero
delle cellule stressate è stata sottolineata anche da Postgate e Hunter101 e da Harris 48. Oltre a
maggiori esigenze nutrizionali, i microrganismi di interesse alimentare soggetti a stress
ambientali manifestano il danno subito con l’aumento della lag fase e della sensibilità nei
confronti di vari agenti contenuti nei terreni selettivi, con il danneggiamento delle membra-
ne cellulari e degli enzimi del ciclo degli acidi tricarbossilici (TCA), con la rottura dei ribo-
somi e il danneggiamento del DNA. Sebbene il danno da calore subletale sembri interessare
in modo specifico ribosomi e membrane cellulari, non tutti gli agenti nocivi producono danni
identificabili.

10.11.1  Recupero / “riparazione”

Le cellule metabolicamente danneggiate, per lo meno quelle di S. aureus, possono riprende-
re la propria funzionalità se poste in terreno di recupero (no-growth medium)59 alla tempe-
ratura di 15 °C, ma non a 10 °C 42. In alcuni casi il processo di recupero non è immediato,
poiché è stato dimostrato che non tutti i coliformi stressati hanno la capacità di recuperare
nella stessa misura e che il processo avviene gradualmente 76. Non tutte le cellule della popo-
lazione riportano un danno della stessa entità. Hurst e colleghi56 hanno osservato che le cel-
lule di S. aureus gravemente danneggiate dalla disidratazione non erano in grado di svilup-
parsi in un terreno di recupero non selettivo (TSA), ma recuperavano aggiungendo allo stes-
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so terreno piruvato. È stato inoltre dimostrato che le cellule di S. aureus sottoposte a tratta-
mento termico subletale possono recuperare la loro tolleranza a NaCl prima del ripristino di
alcune funzioni della membrana 58. È assodato che la riparazione del danno non richiede la
presenza della parete cellulare e la sintesi proteica. Nella figura 10.2 si può osservare che la
presenza di cloramfenicolo nel terreno di recupero di S. aureus non influenza la riparazione
del danno causato da un trattamento termico subletale. Nel caso di danni provocati da alte
temperature, congelamento, essiccamento e irradiazione la riparazione dei ribosomi cellula-
ri e della membrana sembra fondamentale per il recupero. 

La protezione delle cellule dai danni causati dal calore e dal congelamento è favorita dai ter-
reni complessi e brodi o da specifici componenti in essi presenti. Il latte fornisce una maggio-
re protezione rispetto alle soluzioni saline o alle miscele di amminoacidi81, e i componenti in
esso presenti che sembrano avere un ruolo principale sono il fosfato, il lattosio e la caseina. Il
saccarosio avrebbe un’azione protettiva contro i danni provocati dal calore2,70, mentre il gluco-
sio ridurrebbe la protezione contro il calore in S. aureus 81. È stato osservato che gli zuccheri e
i polioli non metabolizzabili, quali arabinosio, xilosio e sorbitolo proteggono S. aureus dai
danni provocati dal calore subletale, ma il meccanismo di tale azione non è chiaro122.

Busta20 ha esaminato le conseguenze del mancato impiego di una fase di recupero. Il ter-
reno trypticase soy broth (TSB), associato a un periodo di incubazione compreso tra 1 e 24
ore a temperature variabili da 20 a 37 °C, è ampiamente utilizzato per diversi microrganismi.
La conta di ceppi di S. aureus danneggiati da riscaldamento subletale è stata studiata in diver-
si terreni di coltura 14,37,56; in uno di questi studi è stata comparata la capacità di sette terreni
per stafilococchi di recuperare 19 ceppi di S. aureus danneggiati da riscaldamento subletale:
il mezzo Baird-Parker è risultato nettamente il migliore tra quelli esaminati, incluso il TSA
non selettivo. Sulla base di risultati analoghi ottenuti da altri ricercatori, questo terreno è stato
adottato nei metodi ufficiali della AOAC per la determinazione diretta di S. aureus in alimen-
ti contenenti ≥10 cellule per grammo. La maggiore efficacia del terreno Baird-Parker è dovu-
ta al suo contenuto in piruvato; è stato suggerito l’impiego di questo mezzo di crescita dopo
il recupero in un terreno non selettivo contenente antibiotici 56. Sebbene questo approccio
possa essere adatto per recuperare S. aureus, alcuni problemi potrebbero derivare dal largo
impiego di antibiotici nei mezzi di recupero per prevenire lo sviluppo cellulare. È stato dimo-
strato che le spore di C. perfringens danneggiate da trattamento termico sono più sensibili
alla polimixina e alla neomicina10 ed è appurato che gli antibiotici che influenzano la sintesi
della parete cellulare determinano varianti di forme L in molti batteri.

Il piruvato è noto per l’azione riparatrice nei confronti delle cellule danneggiate, non solo di
S. aureus, ma anche di altri microrganismi, come E. coli; la sua presenza nei terreni consente
di ottenere conte più elevate dopo danno cellulare provocato da diversi tipi di agenti. Quando
aggiunto a TSB contenente il 10% di NaCl, si è sviluppato un numero più elevato di S. aureus,
sia stressati sia non stressati14; inoltre, cellule di E. coli danneggiate dal calore o dal congela-
mento hanno mostrato un recupero significativamente migliore con l’aggiunta di piruvato77.

Un altro agente che favorisce il recupero dei microrganismi aerobi danneggiati è la catala-
si. L’azione di questo enzima, osservata per la prima volta da Martin e colleghi74, è stata con-
fermata da molti altri ricercatori. La catalasi è efficace per le cellule danneggiate da tratta-
mento termico subletale di S. aureus, Pseudomonas fluorescens, Salmonella Typhimurium ed
E. coli 74; inoltre favorisce la ripresa di S. aureus in presenza del 10% di NaCl14 e dopo stress
causato da mancanza di acqua37. Un’altra sostanza che presenta la stessa efficacia del piruva-
to per le cellule di E. coli danneggiate dal calore è l’acido 3,3′- tiodipropionico77.

Il danno da radiazioni riportato dalle spore di C. botulinum di tipo E dopo esposizione a
4 kGy si manifesta con l’incapacità di crescere a 10 °C in presenza di polimixina e neomici-
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na110. È stato osservato che le cellule danneggiate riportano un danno al sistema di post ger-
minazione e formano filamenti asettati durante la crescita, mentre il sistema di germinazio-
ne non risulta compromesso. Il danno provocato dalle radiazioni è stato riparato in circa 15
ore a 30 °C su agar tellurite polymyxin egg yolk (TPEY), privo di antibiotici. Quando le
spore di C. botulinum vengono danneggiate da ipoclorito, i siti di germinazione della L-ala-
nina risultano alterati e occorrono concentrazioni maggiori di alanina per consentire il recu-
pero39. I siti di germinazione della L-alanina possono essere attivati dal lattato e le spore trat-
tate con ipoclorito possono germinare per azione di lisozima e ciò dimostra che il cloruro
rimuove il rivestimento proteico 40. (Per maggiori dettagli sul danneggiamento delle spore si
rimanda al lavoro di Foegeding e Busta38.)

I lieviti stressati da trattamenti termici subletali sono inibiti da alcuni oli essenziali (spe-
zie a basse concentrazioni, per esempio 25 ppm) 24. Gli oli delle spezie influenzano la dimen-
sione delle colonie e la produzione di pigmenti.

Speck e colleghi123 e Hartman e colleghi49 hanno messo a punto speciali procedure di pia-
stramento per consentire la riparazione del danno e la successiva enumerazione in un unico
passaggio. Le procedure sono basate su una tecnica di piastramento su agar sovrapposto.
Dapprima, su uno strato di TSA vengono seminati i microrganismi danneggiati; dopo 1 o 2
ore di incubazione a 25 °C, per consentire il recupero delle cellule, lo strato di TSA viene
ricoperto con VRBA e incubato a 35 °C per 24 ore. Il metodo della sovrapposizione di Har-
tman e colleghi prevede l’uso di VRBA modificato. Naturalmente, questa tecnica può esse-
re impiegata con altri terreni selettivi ed è stata raccomandata per il recupero dei coliformi.
Con questo metodo i coliformi vengono piastrati su TSA e incubati a 35 °C per 2 ore e, suc-
cessivamente, viene sovrapposto lo strato di VRBA.

Comparando 18 terreni solidi e 7 brodi di arricchimento per il recupero di cellule di Vibrio
parahaemolyticus danneggiate dal calore, Beuchat e Lechowich13 hanno osservato che i terre-
ni solidi più efficaci erano water blue-alizarin, yellow agar e arabinose-ammonium-sulfate-
chocolate agar, mentre il brodo di arricchimento più adatto era arabinose-ethyl violet.

10.11.2  Meccanismi di recupero

Sia il piruvato sia la catalasi degradano i perossidi e ciò indica che le cellule metabolicamen-
te danneggiate sono prive di tale capacità. L’incapacità delle cellule di E. coli danneggiate
dal calore di crescere in un determinato terreno, sia quando piastrate in superficie sia quan-
do seminate per inclusione47, può essere spiegata dalla perdita di perossidasi.

Numerosi ricercatori hanno osservato che il danno metabolico è accompagnato da altera-
zioni della membrana cellulare, dei ribosomi, del DNA o degli enzimi; in particolare, la
membrana sembra essere la struttura cellulare più colpita55. I componenti lipidici della mem-
brana sono gli obiettivi principali, soprattutto se il danno è causato dal calore; il danno ai
ribosomi sarebbe invece dovuto alla perdita di Mg2+ e non all’azione diretta del calore57.
D’altra parte, al microscopio elettronico sono state osservate zone prive di ribosomi nelle cel-
lule di S. aureus danneggiate dal calore64. Dopo riscaldamento prolungato a 50 °C, non è stato
praticamente individuato nessun ribosoma; inoltre, le cellule erano caratterizzate dalla com-
parsa di vescicole superficiali e da ingrossamento delle membrane interne64. Nelle cellule di
S. aureus danneggiate dall’esposizione ad acidi (quali acetico, cloridrico e lattico) a 37 °C è
stata osservata la riduzione dell’attività della coagulasi e della nucleasi termostabile132. Seb-
bene il danno provocato dagli acidi non interessasse le membrane cellulari, la sintesi del-
l’RNA risultava alterata. (Per ulteriori informazioni sul danneggiamento cellulare e sulle
metodiche di recupero, si veda il riferimento bibliografico 4.)
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10.12  Microrganismi vitali ma non coltivabili

In determinate condizioni e in alcuni ambienti, i risultati della conta standard in piastra pos-
sono suggerire l’assenza di unità formanti colonie o valori di popolazione vitale considerevol-
mente più bassi di quelli reali. Sebbene ciò possa sembrare il risultato di uno dei danni meta-
bolici descritti, queste cellule vitali ma non coltivabili (VBNC, viable but nonculturable cells)
si trovano, in realtà, in uno stato diverso da quello delle cellule danneggiate. Per esempio, pia-
strate in un terreno non selettivo privo di inibitori, le cellule metabolicamente danneggiate
possono recuperare la propria funzionalità, mentre ciò non accade per le VBNC.
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Figura 10.3 Determinazione quantitativa della vitalità di Campylobacter quale indice di vitalità della
microflora stabile presente in acque correnti. Confronto tra: conta in piastra (5% di sheep blood
agar) (�), DVC (basata sulla sintesi proteica in assenza di replicazione del DNA) (▲) e AODC (�). (Da
Rollins e Colwell109, copyright © 1986 American Society for Microbiology)



La condizione VBNC è stata osservata per la prima volta nei vibrioni marini, che risulta-
vano difficili da coltivare in acqua marina durante i mesi invernali. È noto che un abbassa-
mento della temperatura fino a circa 5 °C induce le cellule a passare in questo stato. In uno
dei primi studi su Campylobacter jejuni, le cellule in fase log avevano quasi sempre forma a
spirale, mentre quelle in avanzata fase stazionaria avevano per lo più morfologia coccica109;
a 4 °C lo stato VBNC è stato mantenuto per oltre 4 mesi. Impiegando la conta in piastra stan-
dard il numero delle VBNC appariva basso, ma risultava di circa 7 unità logaritmiche più
elevato utilizzando la conta vitale diretta (DVC, direct viable count) e la conta diretta con
arancio acridina (AODC) (figura 10.3).

Le cellule nello stato VBNC hanno morfologia coccica; in uno studio su V. vulnificus que-
sta condizione è stata indotta, in acqua di mare artificiale con un ridotto contenuto in nutrien-
ti, dopo 27 giorni a 5 °C 86. In un’altra ricerca lo stato VBNC è stato indotto in V. vulnificus
nei 7 giorni successivi all’abbassamento della temperatura fino a 5 °C 91. Riportando la tem-
peratura a valori di circa 21 °C , la rivitalizzazione ha luogo in genere entro 24 ore 92. Tra i
cambiamenti che si verificano all’interno della cellula, quando il microrganismo entra nello
stato di non coltivabilità, vi sono quelli legati alla sintesi cellulare di lipidi e proteine. Si è
osservato che, riducendo la temperatura da 23 a 13 °C, il tempo di generazione di V. vulnifi-
cus aumentava da 3,0 a 13,1 ore e venivano sintetizzate 40 nuove proteine78. È stato inoltre
dimostrato che quando V. vulnificus si trova in uno stato vitale ma non coltivabile esso è in
grado di conservare la propria virulenza, sebbene in misura ridotta 91. La condizione VBNC
è stata accertata anche in Salmonella Enteritidis, Shigella, Vibrio cholerae e E. coli entero-
patogeno. Sebbene i risultati di uno studio suggeriscano che E. coli O157:H7 sia in grado di
entrare nello stato VBNC in acqua130, in un altro studio i ricercatori non sono riusciti a indur-
re tale stato in diversi batteri enterici, tra i quali E. coli 18.

Utilizzando una coltura di Pseudomonas fluorescens marcata con una proteina fluorescen-
te verde, le cellule che venivano stressate a 37,5 °C ed entravano nello stato VBNC emette-
vano fluorescenza di intensità pari al 50% circa di quella delle cellule non stressate, mentre
le cellule che entravano nello stato VBNC dopo mancanza di nutrienti, presentavano fluore-
scenza di intensità pari al 90-120% rispetto alle cellule non private di nutrienti 71. Poiché le
cellule morte non emettono fluorescenza, si può dedurre che lo stato VBNC è una condizio-
ne nella quale le cellule mantengono la propria vitalità. Quando Vibrio harveyi e V. fischeri
sono stati indotti a entrare nello stato di non coltivabilità limitando la concentrazione di
nutrienti, entrambe le specie hanno perso la capacità di emettere luminescenza, ma l’hanno
riacquistata al cessare della condizione limitante, dopo aggiunta di nutrienti103.
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La maggior parte dei metodi trattati in questo capitolo per la ricerca e la caratterizzazione dei
microrganismi sono stati sviluppati a partire dal 1960. Molti possono essere utilizzati per sti-
mare il numero di cellule o la quantità di sottoprodotti cellulari. Diversamente dalla conta
diretta al microscopio, gran parte dei metodi discussi di seguito si basa sull’attività metabo-
lica dei microrganismi su specifici substrati, sulla valutazione della crescita, sulla determi-
nazione di alcuni componenti cellulari – inclusi gli acidi nucleici – oppure sulla combinazio-
ne di queste tecniche. 

11.1  Metodi chimici

I metodi presentati in questo paragrafo sono utilizzati principalmente per rilevare, enumera-
re o identificare microrganismi di origine alimentare o loro prodotti:

– nucleasi termostabile (per Staphylococcus aureus);
– Limulus amoebocyte lysate test (LAL Test) (per batteri Gram-negativi);
– determinazione del contenuto di ATP (per cellule vive);
– radiometria;
– substrati fluorogenici/cromogenici (per identificare/differenziare ceppi o specie microbiche).

La sensibilità relativa di questi metodi, confrontata con quella di altri metodi discussi in
questo capitolo, è presentata in tabella 11.1.

11.1.1  Nucleasi termostabile

Concentrazioni significative di S. aureus negli alimenti possono essere determinate dalla pre-
senza di nucleasi termostabile (DNAsi); ciò è possibile grazie all’elevata correlazione esi-
stente tra produzione di coagulasi e nucleasi termostabile da parte dei ceppi di questo micror-
ganismo, in particolare di quelli enterotossigeni. Per esempio, in uno studio condotto su 250
ceppi enterotossigeni, 232 (93%) sono risultati produttori di coagulasi e 242 (95%) di nuclea-
si termostabile118. Altre specie microbiche, diverse da S. aureus, in grado di produrre DNAsi
sono trattate nel capitolo 23.

L’analisi degli alimenti per rilevare la presenza di questi enzimi è stata condotta per la
prima volta da Chesbro e Auborn 32, impiegando un metodo spettrofotometrico per la deter-
minazione della nucleasi. Questi ricercatori hanno dimostrato che, nei sandwich di prosciut-
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Tabella 11.1 Livelli minimi di tossine o microrganismi rilevabili con metodi biologici, chimici e fisici

Metodi Microrganismo o tossina Sensibilità

Citometria a flusso S. Typhimurium in latte 10 3/mL in 40 minuti,
10/mL dopo 6 ore in terreno
di arricchimento non selettivo

Impedenza Coliformi nelle carni 10 3/g in 6,5 ore
Coliformi in terreni di coltura 10 in 3,8 ore

Microcalorimetria Cellule di S. aureus 2 cellule in 12-13 ore
S. aureus Minimo HPR* ~10 4 cellule/mL

Misura dell’ATP Carcasse bovine 10 2/cm2 in ~5 minuti

Radiometria Popolazione microbica 10 4 cellule/g in 6-10 ore
di succo d’arancia congelato
Coliformi nell’acqua 1-10 cellule in 6 ore

Anticorpi fluorescenti Salmonelle 10 6 cellule/mL
Enterotossina stafilococcica B ~50 ng/mL

Nucleasi termostabile Isolata da S. aureus 10 ng/g
Isolata da S. aureus 2,5-5 ng

LAL Test Endotossine di Gram-negativi 2-6 pg di LPS di E. coli

Radioimmunologia Enterotossine stafilococciche di 0,5-1,0 ng/g
tipo A, B, C, D ed E negli alimenti
Enterotossina B stafilococcica in 2,2 ng/mL
latte in polvere scremato
Enterotossina A e B stafilococcica 0,1 ng/mL per A;

0,5 ng/mL per B
Enterotossina C2 stafilococcica 100 pg
Enterotossina STa di E. coli 50-500 pg/tubo
Aflatossina M1 nel latte 0,5 ng/mL
Ocratossina A 20 ppb
Cellule batteriche 50-1.000 cellule in 8-10 minuti
Aflatossina B1 in mais, frumento, 6 ng/g
burro di arachidi
Deossinivalenolo in mais, frumento 20 ng/g

Elettroimmunodiffusione Enterotossina di C. perfringens 10 ng
Tossine botuliniche Nel topo 3,7-5,6 LD50/0,1 mL

Micro-Ouchterlony Enterotossina A e B stafilococcica 10-100 ng/mL
Tossina di C. perfringens di tipo A 500 ng/mL

Fago lux Listeria monocytogenes <1 cell/g di alimento

Emolisi immuno-passiva Enterotossina LT di E. coli <100 ng

Emoagglutinazione Enterotossina di B. cereus 4 ng/mL

Agglutinazione al lattice Enterotossina LT di E. coli 32 ng/mL

Immunodiffusione Enterotossine di S. aureus 0,3 μg/mL
radiale singola

Inibizione della Enterotossina stafilococcica B 1,3 ng/mL
emoagglutinazione

Emoagglutinazione Enterotossina stafilococcica B 1,5 ng/mL
passiva inversa Tossina di tipo A di C. perfringens 1 ng/mL

segue
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segue Tabella 11.1

Metodi Microrganismo o tossina Sensibilità

ELISA Enterotossina stafilococcica A 0,4 ng
in würstel
Enterotossine stafilococciche 0,1 ng/mL
A, B e C negli alimenti
Enterotossine stafilococciche ≥ 0,1 ng/g
A, B,C, D e E negli alimenti
Tossina botulinica di tipo A ~ 9 topi LD50/mL con 

anticorpi monoclonali
Tossina botulinica di tipo A 50-100 topi LD50 i.p.
Tossina botulinica di tipo E 100 topi LD50

Aflatossina B1 25 pg/test
Aflatossina M1 nel latte 0,25 ng/mL
Aflatossina B1 <1 pg/test
Salmonelle 104-105 cellule/mL
AFB1 0,2 ng/mL (monoclonali)
AFB1 0,4 ng/mL (policlonali)
AFM1 1,0 ng/mL (monoclonali)
Fumonisine in mangimi 250 ng/g
Zearalenone in mais 1 ng/g
E. coli O157:H7 in carne macinata <1 cell/g
Enterotossina di C. perfringens 1 pg/mL
AFB1 in burro di arachidi 2,5 ng/g 
Ocratossina in orzo 1 ng/mL

PCR E. coli 1-5 cellule/100 mL di H2O
E. coli 1 cellula
L. monocytogenes 1-10 cellule
V. vulnificus 102 ufc/g (ostriche)
C. perfringens <1 ufc, 2-6 ore
Stx1 e Stx2 di E. coli 1 cellula/g in 12 ore
Tossine da A a E di C. botulinum 10 fg (~ 3 cellule)
Y. enterocolitica 10-30 ufc/g di carne

Saggio basato sulla PCR E. coli 0,5 ufc/g
in fluorescenza

Real-time PCR L. monocytogenes 1 cellula

Real-time PCR Giardia lamblia 1 oociste

PCR-Sistema probelia Salmonelle negli alimenti soglia di sensibilità 102

RT-PCR Cryptosporidium parvum 1 oociste/L, 3 ore

PCR Multiplex Listeria 1-5 ufc/25 g

PCR Multiplex E. coli O157:H7 <1 ufc/g

PCR in fluorescenza E. coli 3 ufc/25 g

Separazione E. coli O157:H7 <103 ufc/g
immunomagnetica

Nucleazione Salmonelle ~ 25/g
del ghiaccio

* HPR, grado esotermico di produzione del calore.



to, la crescita del numero di cellule era accompagnata dall’aumento della quantità di nuclea-
si termostabile di origine stafilococcica. Essi hanno inoltre concluso che la presenza di 0,34
unità di nucleasi è sicuramente indicativa di crescita stafilococcica e che, a tale concentrazio-
ne, è improbabile sia presente una quantità di enterotossina sufficiente per provocare un’in-
tossicazione alimentare. È stato dimostrato che 0,34 unità corrispondono a 9,5 × 10 –3 μg di
enterotossine prodotte dal ceppo 234 di S. aureus. L’attendibilità dei test sulla nucleasi termo-
stabile, quale indicatore dello sviluppo di S. aureus, è stata confermata da altri ricercatori50.
Nella ricerca dei ceppi enterotossigeni, questo metodo è stato considerato valido quanto i test
sulla coagulasi146; un ulteriore studio ha messo in evidenza che tutti gli alimenti contenenti
enterotossine contenevano anche nucleasi termostabile e che questa era presente nella mag-
gior parte degli alimenti con una concentrazione di S. aureus di 10 6 cellule per grammo156;
peraltro questo enzima è prodotto anche da alcuni enterococchi. In uno studio condotto su
latte e prodotti lattiero-caseari, dei 728 enterococchi isolati circa il 30% produceva nucleasi,
ma solo il 4,3% (31) era positivo per la nucleasi termostabile11.

Il quantitativo medio di nucleasi termostabile prodotto dai ceppi enterotossigeni è mino-
re rispetto a quello prodotto dai ceppi non-enterotossigeni, con valori che uno studio ha indi-
viduato, rispettivamente, in 19,4 e 25,5 μg/mL146. Per rilevare la presenza di nucleasi sono
sufficienti concentrazioni di 105-106 cellule/mL, mentre occorrono concentrazioni superiori
a 106 cellule/mL per la determinazione delle enterotossine147. Durante il recupero di cellule
danneggiate da trattamenti termici in trypticase soy broth (TSB) è stato osservato un aumen-
to della nucleasi, sebbene questa diminuisse in seguito228. Tale diminuzione era dovuta alla
presenza di enzimi proteolitici ed è stata annullata dall’aggiunta di inibitori delle proteasi.

L’impiego della nucleasi termostabile quale indicatore dell’attività e dello sviluppo di S.
aureus presenta, tra gli altri, i seguenti vantaggi.

1. Grazie alla sua natura termostabile, l’enzima persiste anche se le cellule vengono distrut-
te da calore, agenti chimici o batteriofagi o se vengono indotte nella forma L.

2. La nucleasi termostabile può essere rilevata più rapidamente rispetto all’enterotossina
(circa 3 ore anziché 3 giorni)115.

3. La nucleasi sembra essere prodotta dalle cellule enterotossigene prima delle enterotossi-
ne (figura 11.1).

4. La nucleasi può essere rilevata nei campioni alimentari anche se presente in bassa concen-
trazione, mentre per la rilevazione delle enterotossine è necessario concentrare i campioni.

5. La nucleasi è stabile al calore come le enterotossine.

Sebbene S. epidermidis e alcuni micrococchi siano in grado di produrre nucleasi, questa
non è stabile al calore quanto la nucleasi prodotta da S. aureus118. La nucleasi termostabile
può resistere all’ebollizione per 15 minuti; infatti sono stati rilevati un valore di D (D130) pari
a 16,6 minuti in brodo brain-heart infusion (BHI) a pH 8,2 e un valore di z uguale a 5150.

11.1.2  LAL test per il rilevamento di endotossine

I batteri Gram-negativi sono caratterizzati dalla produzione di endotossine; queste consisto-
no di uno strato lipopolisaccaridico (LPS) (membrana esterna) del rivestimento della cellula
e del lipide A, che si trova immerso nello spessore della membrana esterna. Il lipopolisacca-
ride possiede attività pirogenica ed è responsabile di alcuni sintomi associati alle infezioni
causate dai batteri Gram-negativi. Il LAL test (Limulus amoebocyte lysate) prevede l’impie-
go di un lisato ottenuto dalle cellule (amebociti) del sangue (in realtà emolinfa) di limulo
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(Limulus polyphemus), un artropode dalla caratteristica forma a ferro di cavallo. Questo lisa-
to è la più sensibile sostanza conosciuta per la determinazione di endotossine. Sei differenti
preparazioni LAL, fornite da cinque aziende, sono risultate da 3 a 300 volte più sensibili alla
presenza di endotossine rispetto al test della febbre dei conigli, come descritto dalla Pharma-
copeia statunitense 214. Il LAL test viene condotto addizionando aliquote di sospensioni di ali-
mento, o di altro materiale da testare, a piccole quantità di una preparazione di lisato e incu-
bando successivamente a 37 °C per 1 ora; la presenza di endotossine causa la gelificazione
del materiale lisato. È disponibile un reagente LAL in grado di individuare 1 pg di lipopoli-
saccaride. Poiché le cellule di E. coli contengono circa 3,0 fg di LPS, è possibile rilevare
<300 cellule Gram-negative. Negli studi condotti sulle Pseudomonadaceae isolate da carne
sono state individuate fino a 102 ufc/mL54. I diversi metodi LAL impiegati per rilevare la pre-
senza di microrganismi negli alimenti sono stati oggetto di approfondite valutazioni36,95.

La prima applicazione su campioni alimentari è stato l’utilizzo del LAL test per determi-
nare l’alterazione microbica della carne macinata 90,91. Il titolo in endotossine aumenta pro-
porzionalmente alla conta vitale dei batteri Gram-negativi 94; poiché l’alterazione delle carni
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Figura 11.1 Sviluppo di S. aureus (196E) e produzione di DNAsi ed enterotossine in brain-heart infu-
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fresche refrigerate è solitamente causata da batteri Gram-negativi, il LAL test è un indicato-
re valido e rapido del numero totale di questi microrganismi nel campione. Il metodo si è
dimostrato adatto per la valutazione rapida della qualità igienica del latte relativamente alla
presenza di coliformi prima e dopo la pastorizzazione206. Questo metodo può essere utilizza-
to per determinare la storia del latte latte crudo e pastorizzato, in relazione al contenuto di
batteri Gram-negativi. Poiché con il LAL test vengono rilevati batteri Gram-negativi sia vita-
li sia non vitali, è necessario un parallelo piastramento tradizionale per determinare il nume-
ro di ufc. Il metodo è stato applicato con successo per il monitoraggio del latte e dei prodot-
ti lattiero-caseari 88,227, della qualità microbiologica del pesce crudo199 e degli involtini di tac-
chino cotti confezionati sotto vuoto. In quest’ultimo caso è stato trovato un rapporto lineare
diretto, statisticamente significativo , tra il titolo LAL e il numero di Enterobacteriaceae45.

Negli alimenti la concentrazione LAL può essere determinata sia mediante diluizioni
seriali dirette sia con il parametro MPN, con risultati sostanzialmente analoghi185. Per l’estra-
zione delle endotossine dagli alimenti lo Stomacher ha fornito risultati generalmente miglio-
ri rispetto ai miscelatori Waring o all’agitazione del prodotto in bottiglie da diluizione93.

In questo test è stato purificato l’enzima della coagulazione del reagente di Limulus: una
serin proteasi con peso molecolare di circa 150.000 dalton. Quando la proteasi viene attiva-
ta dalla presenza di Ca 2+ e di endotossina, si verifica la gelificazione della proteina coagula-
bile. Il coagulogeno di Limulus ha un peso molecolare di 24.500 Dalton; quando viene atti-
vato dall’enzima della coagulazione di Limulus, il coagulogeno rilascia un peptide solubile
formato da circa 45 residui amminoacidici e una coagulina insolubile formata da circa 170
amminoacidi. Questi ultimi interagiscono tra di loro formando il coagulo, che implica il
taglio dei legami arg-lys o arg-gly 204. Il processo può essere schematicamente illustrato
come segue144:

Sono disponibili in commercio substrati che contengono sequenze amminoacidiche simi-
li a quelle del coagulogeno. Nel substrato cromogenico usato per l’endotossina queste
sostanze sono legate alla p-nitroanilina; quando l’enzima attivato dall’endotossina attacca il
substrato cromogenico si forma p-nitroanilina libera, che può essere determinata quantitati-
vamente mediante spettrofotometria a 405 nm. La quantità di composto cromogenico libera-
to è proporzionale alla quantità di endotossina presente nel campione. Impiegando un sub-
strato cromogenico, Tsuji e colleghi210 hanno messo a punto un metodo automatizzato per la
determinazione dell’endotossina, che si è dimostrato sensibile alla presenza di soli 30 pg di
endotossina per millilitro.
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Assumendo che la quantità di endotossina per ogni cellula batterica Gram-negativa sia
generalmente costante e che le cellule di tutti i generi contengano la stessa quantità di endo-
tossina, è possibile calcolare il numero di cellule (vitali e non vitali) dalle quali è stata pro-
dotta l’endotossina determinata sperimentalmente. Ipotizzando inoltre che in un determina-
to prodotto alimentare il rapporto tra batteri Gram-negativi e Gram-positivi sia più o meno
costante, si può per esempio stimare con un test rapido di un’ora il numero totale di batteri
presenti in alimenti, come la carne bovina fresca macinata 92. I valori ottenuti con questa tec-
nica sono più attendibili quando sono bassi, mentre se sono elevati devono essere conferma-
ti mediante altri metodi. In generale il vantaggio reale del LAL test è rappresentato dalla
velocità con la quale possono essere ottenuti i risultati. Gli alimenti che presentano titoli
LAL elevati possono richiedere conferma con l’impiego di altri metodi; quelli che presenta-
no bassi titoli possono invece essere classificati a basso rischio relativamente al numero di
batteri Gram-negativi.

11.1.3  Determinazione dell’ATP

L’adenosin trifosfato (ATP) è la principale fonte di energia di tutte le cellule viventi. Essa
scompare entro 2 ore dalla morte cellulare e la sua quantità per cellula è generalmente
costante 208, con valori compresi tra 10 –18 e 10 –17 moli per cellula batterica, che corrispondo-
no a circa 4 × 10 –14 moli ATP/10 5 ufc 208. Tra i procarioti il contenuto di ATP nelle cellule in
fase di crescita esponenziale è normalmente di circa 2-6 nmoli ATP/mg di peso secco, indi-
pendentemente dal tipo di nutrizione del microrganismo105. In una ricerca condotta sui batte-
ri del rumine il contenuto cellulare medio è stato di 0,3 fg per cellula; concentrazioni più ele-
vate sono state riscontrate nelle cellule protozoarie presenti nel rumine151. L’estrazione com-
pleta e la misurazione accurata dell’ATP cellulare può essere rapportata ai singoli gruppi di
microrganismi analogamente a quanto avviene per le endotossine nei batteri Gram-negativi.

Uno dei modi più semplici per la determinazione dell’ATP consiste nell’uso del sistema
luciferin-luciferasi della lucciola. In presenza di ATP la luciferasi emette luce che viene
misurata con un luminometro. La quantità di luce prodotta dalla luciferasi è direttamente
proporzionale alla quantità di ATP aggiunta157. 

La misura dell’ATP come metodo rapido per stimare la concentrazione microbica è utiliz-
zata in microbiologia clinica: nei laboratori clinici è stata impiegata per il controllo dei cam-
pioni di urine. Il metodo è stato utilizzato con successo per la determinazione della bacteriu-
ria e per valutare la biomassa nei fanghi attivi157, suggerendo la sua applicazione agli alimen-
ti. Il metodo si presta all’automazione e ha eccellenti potenzialità nella stima rapida dei
microrganismi nei prodotti alimentari. Il problema principale dell’uso di questa tecnica è
legato alla rimozione dell’ATP di origine non microbica. L’impiego del metodo per gli ali-
menti è stato proposto da Sharpe e colleghi187. Thore e colleghi208 hanno usato Triton X-100
e apirasi per la distruzione selettiva di ATP non batterica in campioni di urine e hanno osser-
vato che i valori di ATP risultanti erano molto simili a quelli ottenuti in colture di laborato-
rio per concentrazioni di 10 5 cellule per millilitro. Il problema dell’ATP non batterico nelle
carni è stato trattato da Stannard e Wood194, che hanno suddiviso il procedimento sperimen-
tale in tre fasi: centrifugazione iniziale, utilizzo di una resina a scambio cationico e filtrazio-
ne per eliminare le particelle di alimento e raccogliere i batteri sulla superficie di un filtro da
0,22 μm. Analisi dell’ATP sono state effettuate su batteri eluiti da filtri a membrana recupe-
rando circa il 70-80% della maggior parte dei microrganismi presenti. È stata evidenziata una
relazione lineare tra l’ATP microbico e il numero di batteri, nell’intervallo 10 6-109 ufc/g.
Impiegando questi metodi per l’esame della carne bovina macinata, i risultati sono stati otte-
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nuti in 20-25 minuti. In un altro studio su 75 campioni di carne bovina macinata è stata evi-
denziata, dopo incubazione dei campioni a 20 °C, un’alta correlazione tra log10 della carica
aerobia in piastra e log10 ATP 108. In questo studio la quantità di ATP/ufc variava da 0,6 a 17,1
fg, con 51 dei 75 campioni contenenti quantitativi di ATP ≤ 5,0 fg. Il saggio dell’ATP è stato
inoltre utilizzato con esiti positivi per l’analisi sui frutti di mare e per l’individuazione dei
lieviti nelle bevande.

Il test dell’ATP è stato inoltre adottato per la determinazione della carica microbica nelle
carcasse di pollo12, come pure in quelle suine e bovine190. Le carcasse di pollo sono state
risciacquate e i risultati sono stati ottenuti in 10 minuti, ma il metodo non è riuscito a rileva-
re in modo affidabile valori <1 × 10 4/mL a causa dell’ATP non microbico presente nella car-
cassa12. Per mezzo di una particolare spugna ATP-free, sono stati prelevati campioni da
superfici di 500 cm2 di una carcassa bovina e di 50 cm2 di una carcassa di maiale. Il test è
stato completato in circa 5 minuti e il valore minimo rilevabile è stato di 2,0 ufc/cm2 per la
carcassa bovina e di 3,2 ufc/cm2 per quella di maiale190. 

Il test per la determinazione quantitativa dell’ATP è ampiamente utilizzato come metodo
rapido e di pronto utilizzo per il monitoraggio delle superfici destinate al contatto con gli
alimenti: viene condotto effettuando un tampone su un’area circoscritta e utilizzando il
luminometro per la lettura dell’unità di luce relativa (RLU, relative light units). Poiché
l’ATP di origine non microbica può contribuire ai valori di RLU, questi metodi – sebbene
utili per il monitoraggio – non possono essere impiegati per determinare il numero di
microrganismi presenti.

11.1.4  Radiometria

La rilevazione radiometrica dei microrganismi è basata sull’incorporazione di un metabolita
marcato con 14C in un terreno di crescita, così che quando i microrganismi utilizzano questo
metabolita si ha il rilascio di 14CO2, che può essere misurata mediante un contatore di radio-
attività. Per i microrganismi che utilizzano glucosio viene generalmente impiegato il 14C-glu-
cosio, mentre per quelli che non sono in grado di metabolizzare il glucosio vengono utiliz-
zati altri composti, quali il 14C-formato o il 14C-glutammato. La procedura prevede l’impie-
go di provette da sierologia da 15 mL, con tappo, alle quali vengono aggiunti da 12 a 36 mL
di terreno contenente il metabolita marcato. I flaconcini vengono adattati agli aerobi o agli
anaerobi inserendovi gas appropriati e sono successivamente inoculati. Dopo incubazione, lo
spazio di testa viene regolarmente controllato per la presenza di 14CO2; il tempo necessario
per rilevare la CO2 marcata è inversamente correlato al numero di microrganismi presenti nel
prodotto. Il Bactec è un sistema di rilevazione disponibile in commercio.

L’utilizzo della radiometria per rilevare la presenza di microrganismi è stato suggerito per
la prima volta da Levin e colleghi124. Pur essendo destinato soprattutto ai laboratori di micro-
biologia clinica, questo sistema è stato anche applicato all’analisi degli alimenti e dell’ac-
qua. Previte165 ha studiato la rilevazione sperimentale nel polpettone di manzo di S. aureus,
di Salmonella Typhimurium, dell’anaerobio putrefattivo (PA) 3679 (Clostridium sporogenes)
e di Clostridium botulinum. La quantità di inoculo impiegata variava da circa 104 a 106/mL
di terreno; il tempo necessario per il rilevamento è risultato compreso tra 2 ore, per S. Typhi-
murium, e 5-6 ore per le spore di Clostridium botulinum. Per condurre questa sperimenta-
zione sono stati utilizzati 0,0139 μCi di 14C-glucosio per millilitro di tryptic soy broth. In un
altro lavoro Lampi e colleghi119 hanno osservato che una cellula per millilitro di S. Typhi-
murium o di S. aureus poteva essere rilevata con un metodo radiometrico in 9 ore; il tempo
richiesto per rilevare 10 4 cellule è stato invece di 3-4 ore. Per quanto riguarda l’anaerobio
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putrefattivo 3679, 90 spore sono state rilevate in 11 ore, mentre 10 4 potevano essere rileva-
te in 7 ore. Questi e altri ricercatori hanno dimostrato che la determinazione delle spore
richiede 3-4 ore in più rispetto al rilevamento delle forme vegetative. Sulla base dei risulta-
ti ottenuti da Lampi e colleghi119, il rilevamento radiometrico potrebbe essere adottato come
procedura di screening per matrici alimentari contenenti un numero elevato di microrgani-
smi, ottenendo risultati entro 5-6 ore; per gli alimenti con bassa carica microbica sono inve-
ce necessari tempi più lunghi.

Con questo metodo è possibile rilevare microrganismi non fermentanti il glucosio impie-
gando metaboliti contenenti, per esempio, formato e/o glutammato marcati. È stato dimostra-
to che numerosi microrganismi di origine alimentare possono essere individuati con questo
metodo in 1-6 ore. Mediante rilevazione radiometrica, Bachrach e Bachrach 9 hanno indivi-
duato 1-10 coliformi in acqua in 6 ore, impiegando come substrato 14C-lattosio in un terreno
liquido e incubando a 37 °C. Si possono ragionevolmente discriminare E. coli e coliformi
fecali dai coliformi totali incubando parallelamente a 44 °C e a 37 °C.

La radiometria è stata utilizzata per la rilevazione dei microrganismi in succo di arancia
concentrato congelato78. I ricercatori hanno impiegato 14C-glucosio, quattro lieviti e quattro
batteri lattici; a una concentrazione di microrganismi di 10 4 cellule il rilevamento è stato
effettuato in 6-10 ore. Sono stati esaminati 600 campioni di succo: in 44 (con conte di
10 4/mL) il rilevamento ha richiesto 12 ore e in 41 8 ore; nessun falso negativo è stato osser-
vato e sono stati individuati solo 2 falsi positivi. 

Questo metodo è stato utilizzato anche per alimenti cotti per determinare se le conte erano
inferiori a 10 5 ufc/mL; i risultati sono stati comparati con quelli ottenuti mediante conta
aerobia in piastra. Circa il 75% dei 404 campioni, rappresentativi di sette diversi tipi di ali-
menti, è stato correttamente classificato, come accettabile o inaccettabile, entro 6 ore174. Non
più di 5 campioni sono stati classificati in modo errato. Tale studio ha impiegato 14C-gluco-
sio, acido glutammico e formato di sodio.

11.1.5  Substrati fluorogenici e cromogenici

Alcuni dei substrati fluorogenici e cromogenici impiegati nei terreni di coltura per microbio-
logia degli alimenti sono:

– 4-metilumbelliferil-β-D-glucuronide (MUG);
– 4-metilumbelliferil-β-D-galattoside (MUGal);
– 4-metilumbelliferil fosfato (MUP);
– o-nitrofenil-β-D-galattopiranoside (ONPG);
– L-alanina-p-nitroanilide (LAPN);
– Acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-glucuronico (sali di sodio o di cicloesilammonio: BCIG,

X-Gluc, X-GlcA);
– 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galattopiranoside (X-Gal);
– Indosil-β-D-glucuronide (IBDG).

Questi substrati vengono utilizzati in vari modi nei terreni per la semina in piastra, in
quelli liquidi per la determinazione del MPN e nei metodi di filtrazione su membrana. Il
MUG è il più largamente impiegato dei substrati fluorogenici: viene idrolizzato dall’enzima
β-D-glucuronidasi (GUD), con rilascio del composto fluorescente 4-metilumbelliferone, che
viene rilevato mediante luce ultravioletta. Poiché E. coli è il principale produttore di GUD,
il MUG è ampiamente utilizzato come agente differenziale nei terreni e nei metodi di ricer-
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ca di questo microrganismo. Anche un numero limitato di salmonelle e di shigelle e alcuni
corinebatteri sono positivi al GUD.

I primi a utilizzare il MUG per l’individuazione di E. coli sono stati Feng e Hartman57;
incorporando tale substrato in lauryl tryptose broth (LBT) e in altri mezzi selettivi per coli-
formi, questi ricercatori hanno osservato che nel LBT-MUG era possibile rilevare una cellu-
la di E. coli in 20 ore. Poiché sono necessarie circa di 107 cellule di E. coli per produrre una
quantità di GUD sufficiente per avere risultati MUG rilevabili, il tempo richiesto per il com-
pletamento dell’esame dipende dal numero iniziale di cellule. Sebbene la maggior parte delle
risposte positive si siano avute in 4 ore, alcuni ceppi debolmente GUD-positivi hanno richie-
sto fino a 16 ore per la reazione. Un aspetto importante di questo metodo è la comparsa della
fluorescenza prima della produzione di gas dal lattosio. Impiegando il metodo Feng-Har-
tman, un altro gruppo di ricercatori ha esaminato 1.020 campioni mediante il test MPN a tre
tubi ed è riuscito a individuare più campioni positivi per E. coli rispetto al test MPN conven-
zionale213. La maggiore efficacia della tecnica LTB-MUG è dovuta al fatto che alcuni ceppi
di E. coli sono anaerogeni. Non sono stati ottenuti falsi negativi.

In uno studio che ha preso in esame 270 campioni per valutare il test con MUG addizio-
nato a lauryl sulfate broth (LSB) rispetto a un altro metodo utilizzato per la ricerca di E. coli,
si è osservata una concordanza del 94,8%; con il 4,8% di falsi positivi e nessun falso nega-
tivo172. Sebbene le ostriche contengano glucuronidasi endogene, un metodo basato sull’uti-
lizzo del terreno EC broth-MUG (adatto per E. coli) è stato impiegato con successo in uno
studio in cui 102 su 103 tubi fluorescenti erano positivi per E. coli113. Una procedura basa-
ta sull’impiego di MUG con provetta a 20 minuti è stata applicata a 682 ceppi di E. coli: 630
(92,4%) sono risultate positive per la presenza del microrganismo207. Su 188 ceppi di E. coli
O157, 166 erano MUG-negativi e tutti sono risultati positivi per la presenza di vero-tossina.
Questo metodo rapido può quindi essere utilizzato per prevedere gli isolati di E. coli positi-
vi per verocitotossine, poiché la probabilità che i ceppi MUG negativi siano verotossigeni è
assai elevata207.

In una ricerca condotta sui molluschi, l’impiego di EC-MUG broth, con concentrazioni
di MUG di 50 ppm, ha evidenziato il 95% di positività per E. coli, con una percentuale di
falsi negativi pari all’11%.169. Quando paragonato al metodo utilizzato dall’AOAC (Associa-
tion of Official Analytical Chemists) per la determinazione di E. coli, il metodo LST-MUG
(con lauryl sulfate tryptose) è risultato equivalente per l’analisi di un prodotto e migliore per
altri163; in un ulteriore studio il metodo LST-MUG è risultato comparabile con il metodo
MPN dell’AOAC 164.

Il substrato fluorogenico MUGal è stato oggetto di un numero limitato di studi, ma in uno di
questi è stato utilizzato per determinare i coliformi fecali nell’acqua mediante il metodo della
membrana filtrante, grazie al quale è stato possibile rilevare una concentrazione di 1 ufc/100 mL
di acqua in 6 ore16. Il metodo è stato anche utilizzato per differenziare specie enterococci-
che128 aggiungendo a un terreno selettivo per enterococchi il substrato unitamente ad amido
colorato. Osservando l’idrolisi e la fluorescenza dell’amido, l’86% degli enterococchi deri-
vanti dai campioni ambientali è stato correttamente differenziato.

L’ONPG è un substrato colorimetrico specifico per i coliformi e viene idrolizzato dalle
β-galattosidasi con produzione di una colorazione gialla, quantificabile a 420 nm. Per deter-
minare E. coli nell’acqua, i microrganismi vengono raccolti su una membrana con porosità di
0,45 μm e incubati su terreno EC per 1 ora; quindi si aggiunge ONPG filtrato e sterilizzato.
L’incubazione a 45,5 °C viene protratta fino allo sviluppo del colore, la cui intensità può esse-
re letta a 420 nm 218. La sensibilità di ONPG è simile a quella del MUG, essendo richieste circa
107 cellule per produrre idrolisi misurabili. Il metodo ONPG è anche impiegato in una varian-
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te del metodo classico di presenza-assenza di coliformi in acqua49. Mediante tale metodo
modificato i tubi contenenti i coliformi divengono gialli. Per individuare E. coli, ogni tubo
giallo viene osservato con una lampada fluorescente manuale (366 nm): quelli che contengo-
no E. coli presentano una evidente fluorescenza. Nei sistemi Colilert e ColiQuik, che impie-
gano sia ONPG sia MUG come unici substrati nutrienti, i coliformi totali sono indicati da una
colorazione gialla, mentre E. coli dalla fluorescenza del substrato MUG.

Il substrato BCIG (o X-Gluc) è impiegato nei terreni in piastra per la rilevazione di E. coli.
Quando tale substrato viene addizionato in concentrazione di 500 ppm a peptone-Tergitol
agar, E. coli produce in 24 ore una colorazione blu, che non diffonde dalle colonie e non
necessita di luce fluorescente per essere visualizzata 64. In un’altra ricerca, effettuata su 50
campioni di carne bovina macinata, non è stata rilevata nessuna differenza rispetto ai risul-
tati ottenuti con un test MPN standard a tre tubi170. Quando utilizzato in lauryl tryptose agar,
a una concentrazione finale di 100 ppm, solo l’1% di 1.025 colture di E. coli presunte posi-
tive non ha presentato la tipica colorazione blu, mentre il 5% di 583 colonie non- E. coli è
risultato falso positivo219. Il terreno in piastra è stato incubato a 35 °C per 2 ore e successi-
vamente a 44,5 °C per 22-24 ore.

Il substrato LAPN è specifico per batteri Gram-negativi, essendo l’amminopeptidasi pre-
sente solo in questo gruppo. L’enzima taglia la molecola di L-alanina-p-nitroanilide liberan-
do p-nitroanilina, un composto di colore giallo che può essere quantificato allo spettrofoto-
metro a 390 nm 29. Quando è stato impiegato per determinare la presenza di batteri Gram-
negativi nelle carni, si è osservato che 10 4-5 ×10 5 ufc era la minima concentrazione rileva-
bile 41; concentrazioni di 10 6-10 7 ufc/cm2 potevano essere rilevate in 3 ore. Il LAL test è stato
oggetto di un maggior numero di studi in relazione ai batteri Gram-negativi; poiché è in
grado di fornire risultati entro un’ora, il metodo LAPN non può essere considerato parago-
nabile a esso.

La combinazione di MUP e ONPG è stata impiegata nel tampone HEPES come test per la
determinazione di Clostridium perfringens: su 333 presunti isolati da agar TSC, 164 sono
risultati positivi contro 153 confermati mediante metodi di identificazione standard; i risul-
tati sono stati ottenuti in 4 ore1. In uno studio condotto per determinare il livello di contami-
nazione di campioni di carcasse bovine prelevati mediante tampone, su 70 campioni è stato
impiegato un test rapido per la fosfatasi basato sulla luminescenza, ottenendo in 10 minuti
risultati altamente correlati con la conta aerobia in piastra104. 

Il terreno solido per Listeria monocytogenes contenente un substrato cromogenico (BMC;
Biosynth, Inc.) è specifico per L. monocytogenes e per L. ivanovii ed è basato sulla capacità
di queste specie di rispondere a una fosfatidilinositol fosfolipasi C (PI-PLC) specifica. Uti-
lizzando diverse combinazioni del substrato BMC con Oxford agar o Palcam agar su 2000
campioni di origine alimentare e ambientale, un gruppo di ricercatori ha registrato le seguen-
ti sensibilità del metodo: 99,3% per Oxford-BCM; 99,2% per Palcam-BCM e 90,2% per
Oxford-Palcam98.

Poiché le neurotossine botuliniche (BoNT) sono metalloproteasi caratterizzate da una
marcata esigenza di precise sequenze amminoacidiche nel substrato, Schmidt e Stafford180

hanno sviluppato alcuni saggi basati sulle proteasi fluorogeniche per le tossine di tipo A, B
ed F. Nei substrati peptidici sintetici utilizzati i residui P1 e P′3 erano sostituiti con 2, 4-dini-
trofenil-lisina (per P1) e S-(N-[4-metil-7-dimetilamminocumarin-3-ile]-carbossiamidometil)-
cistina (per P′3). Quando le BoNT venivano addizionate a questo substrato sintetico, la fluo-
rescenza aumentava nel tempo e i risultati erano ottenuti in 1 o 2 minuti con concentrazioni
di BoNT di 60 ng/mL. Le tre BoNT hanno tagliato i substrati nella stessa posizione e i sub-
strati erano selettivi.
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11.2  Metodi immunologici

11.2.1  Sierotipizzazione

La sierotipizzazione è ampiamente applicata per la caratterizzazione di batteri patogeni ente-
rici Gram-negativi, come Salmonella e Escherichia; tra i Gram-positivi, tale tecnica è impor-
tante unicamente per il genere Listeria. L’elemento fondamentale di una tipica sierotipizza-
zione è l’impiego di anticorpi specifici (antisiero) per identificare gli antigeni omologhi. Nel
caso di molti patogeni di interesse alimentare gli antigeni sono particolati e vengono impie-
gati metodi di agglutinazione; per gli antigeni solubili, come le tossine, possono essere
impiegati metodi come la gel diffusione. Gli antigeni O e H dei batteri enterici sono illustra-
ti in figura 11.2.

La prima classificazione sierologica delle salmonelle risale ai primi anni Quaranta, quan-
do Kauffmann106 caratterizzò e numerò i primi 20 gruppi O. Questo schema di tipizzazione
consiste nel riconoscimento di tre siti antigenici: somatici (O, dal tedesco ohne), capsulari
(K, kapsel) e flagellari (H, hauch).

Gli antigeni O consistono di catene O polisaccaridiche laterali esposte sulla superficie
(figura 11.2). Queste strutture sono eterogenee e la specificità antigenica è determinata dalla
composizione e dai legami degli zuccheri in esse presenti. Le mutazioni che influenzano la
composizione in zuccheri e/o i loro legami portano alla formazione di nuovi antigeni O. Sono
stati identificati circa 2400 sierotipi O per le salmonelle e ne sono noti più di 200 per E. coli.
Gli antigeni O sono piuttosto stabili al calore (possono resistere all’ebollizione), mentre gli
antigeni K e H sono termolabili. Poiché le proteine flagellari sono meno eterogenee rispetto
alle catene laterali di carboidrati, il numero di tipi antigenici H è considerevolmente più
basso: circa 30 per E. coli.
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Figura 11.2 Sezione di una cellula batterica Gram-negativa nella quale viene messa in evidenza la
posizione degli antigeni O e H.



11.2.2  Anticorpi fluorescenti

Sin dalla sua scoperta, avvenuta nel 1942, questa tecnica è stata ampiamente utilizzata sia in
microbiologia clinica sia in microbiologia alimentare. Un anticorpo di un dato antigene viene
reso fluorescente marcandolo con un composto fluorescente e quando reagisce con l’antige-
ne complementare, il complesso antigene-anticorpo emette fluorescenza, che può essere rile-
vata mediante un microscopio a fluorescenza. I marcatori fluorescenti utilizzati sono la roda-
mina B, l’isocianato di fluorescina e, soprattutto, l’isotiocianato di fluorescina. La tecnica
che impiega gli anticorpi fluorescenti (FA) può essere realizzata secondo uno o due metodi
principali. Il metodo diretto impiega l’antigene e l’anticorpo specifico coniugato con il com-
posto fluorescente (l’antigene viene rivestito dall’anticorpo specifico marcato). Con il meto-
do indiretto non è l’anticorpo omologo (anticorpo primario) a essere accoppiato al marcato-
re fluorescente, ma un anticorpo dell’anticorpo omologo (anticorpo secondario): l’antigene
viene rivestito dall’anticorpo primario, che a sua volta viene rivestito dall’anticorpo secon-
dario marcato con il composto fluorescente. Nel metodo indiretto il composto marcato rile-
va la presenza dell’anticorpo omologo, mentre nel metodo diretto rileva la presenza dell’an-
tigene. Con il metodo indiretto non è necessario preparare FA per ogni microrganismo di
interesse. Se vengono impiegati antisieri di tipo H, la tecnica FA non richiede l’isolamento
di salmonella in coltura pura. Un coniugato comunemente impiegato per le salmonelle è una
globulina OH polivalente marcata con fluorescina isotiocianato, nella quale sono presenti
tutti i gruppi somatici dalla A alla Z. A causa della reattività crociata degli antisieri di salmo-
nella con altri microrganismi strettamente correlati (per esempio Arizona, Citrobacter e E.
coli) è ragionevole attendersi falsi positivi quando si esaminano alimenti naturalmente con-
taminati. Gli esordi e lo sviluppo della tecnica FA sono stati analizzati da Cherry e Moody31,
per quanto riguarda la microbiologia clinica, e da Ayres7, Goepfer e Insalata 69, per le appli-
cazioni in campo alimentare. La popolarità di questo metodo per i patogeni di origine ali-
mentare è diminuita con l’avvento delle tecniche molecolari e di altri metodi di rilevazione
dei microrganismi.

11.2.3  Sierologia per arricchimento

L’impiego della sierologia per arricchimento (ES) costituisce uno dei metodi più rapidi per
il recupero delle salmonelle dagli alimenti rispetto alla tecnica di coltivazione convenziona-
le (CCM). Questa metodologia, originariamente sviluppata da Sperber e Deibel193, prevede
quattro fasi: pre-arricchimento in terreno non selettivo per 18 ore, arricchimento selettivo in
brodo selenite-cistina e/o tetrationato per 24 ore, arricchimento elettivo in brodo M per 6-8
ore o per 24 ore, agglutinazione con antisiero H polivalente a 50 °C per 1 ora. Rispetto alle
96-120 ore necessarie con il metodo CCM, i risultati possono essere ottenuti in circa 50 ore
(a seconda del tempo impiegato per l’arricchimento elettivo). Una variante proposta del
metodo ES prevede un periodo di pre-arricchimento di 6 ore e consente di ottenere i risulta-
ti in sole 32 ore 200. 

In generale, il metodo ES fornisce risultati in 32-50 ore contro le 92-120 della CCM; inol-
tre i risultati sono comparabili con quelli ottenuti con i metodi CCM e FA e non sono richie-
sti attrezzature o personale specializzato. I possibili svantaggi della tecnica sono rappresen-
tati dalla necessità di avere almeno circa 107 cellule per millilitro e dalla mancanza di rispo-
sta delle salmonelle non mobili. Quest’ultimo limite può essere superato sottoponendo la
coltura sviluppata in brodo di arricchimento elettivo a un test di agglutinazione su vetrino
con antisiero O polivalente193.
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Il test rapido Oxoid per Salmonella (ORST) è una variante del metodo ES. Esso viene
attuato mediante un contenitore colturale contenente due provette, ciascuna contenente ter-
reno di arricchimento disidratato nel comparto inferiore e terreno selettivo disidratato in
quello superiore. I terreni vengono reidratati con acqua distillata sterile; quindi all’interno
del contenitore si aggiungono prima un terreno elettivo speciale per salmonelle e un dischet-
to di novobiocina e, successivamente, 1 mL della coltura di pre-arricchimento. Dopo incuba-
zione a 41 °C per 24 ore, nei terreni selettivi del comparto superiore di entrambe le provette
viene valutato il cambiamento di colore, che è indicativo della presenza di salmonelle. Le
provette positive vengono poi ulteriormente esaminate mediante il test al lattice Oxoid per
Salmonella (2 minuti). Per la conferma finale della presenza di salmonelle si utilizzano test
biochimici e sierologici tradizionali. 

11.2.4  Salmonella 1-2 Test 

Questa tecnica è simile ai metodi ES o OSRT. Il metodo ES si basa su una reazione anticor-
pale che si verifica con i ceppi di salmonelle dotate di flagelli, mentre il test 1-2 prevede l’im-
piego di una fase semisolida. La prova viene realizzata in un apposito dispositivo di plastica
costituito da due camere: la prima contiene il brodo selettivo e la seconda un mezzo non selet-
tivo per salmonelle dotate di mobilità; oltre agli ingredienti selettivi, la seconda camera con-
tiene l’amminoacido L-serina, elettivo per le salmonelle. Dopo l’inoculo della camera con ter-
reno selettivo, il dispositivo viene incubato per un certo periodo di tempo, durante il quale le
salmonelle mobili si trasferiscono nella camera contenente il terreno non selettivo. La reazio-
ne delle salmonelle con gli anticorpi flagellari, presenti nel terreno non selettivo, provoca la
formazione di una immunobanda indicativa dell’avvenuta reazione tra antigene e anticorpo.
Dopo l’arricchimento in terreno non selettivo, l’esito del test può essere ottenuto in 8-14 ore37.

In uno studio comparativo su 196 campioni di alimenti e mangimi, il test 1-2 ha consen-
tito di individuare 34 campioni positivi contro i 26 rilevati da un metodo di coltivazione tra-
dizionale145. Con l’aggiunta di un ulteriore passaggio di arricchimento in tetrathionate bril-
lant green broth, il test 1-2 ha rilevato 84 campioni positivi su 314 esaminati – 3 in più rispet-
to al metodo di coltivazione – e i risultati sono stati ottenuti con un giorno di anticipo145.
Altri autori hanno dimostrato che, per alimenti contenenti cariche elevate di microrganismi
diversi dalle salmonelle, con una fase di pre-arricchimento questo metodo consente di otte-
nere risultati migliori.

11.2.5  Saggi radioimmunologici 

Questa tecnica consiste nell’aggiunta di un marcatore radioattivo a un antigene, cui fanno
seguito la reazione dell’antigene marcato con il suo anticorpo specifico e la misurazione della
quantità del complesso formatosi antigene marcato-anticorpo mediante un contatore di radio-
attività. Per saggio radioimmunologico in fase solida (RIA) si intende un metodo che impiega
superfici o materiali solidi sui quali un monostrato di molecole anticorpali si lega elettrostati-
camente. Tra i materiali solidi utilizzati vi sono polipropilene, polistirene e bromacetilcellulo-
sa. La capacità dei polimeri rivestiti di anticorpi di legarsi in modo specifico agli antigeni mar-
cati radioattivamente è essenziale per il meccanismo alla base della tecnica RIA in fase solida.
Quando gli antigeni marcati non legati vengono allontanati tramite lavaggio, le misure della
radioattività sono da considerarsi quantitative. Il marcatore più largamente utilizzato è 125I.

Johnson e colleghi100 hanno sviluppato una procedura RIA in fase solida per la determina-
zione dell’enterotossina B di S. aureus e hanno osservato che tale procedura è 5-20 volte più
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sensibile rispetto alla tecnica di immunodiffusione. Impiegando polistirene e misurando la
radioattività con un contatore a integrazione, questi ricercatori hanno trovato che la sensibi-
lità del test era compresa nell’intervallo 1-5 ng. Collins e colleghi34 hanno utilizzato la tec-
nica RIA per determinare la presenza di enterotossina B con anticorpi concentrati legati a una
superficie di bromoacetilcellulosa. Sulla base dei risultati ottenuti, la procedura sarebbe 100
volte più sensibile dell’immunodiffusione e sarebbe affidabile anche con concentrazioni di
enterotossina di 0,01 μg/mL. Collins e colleghi33 hanno determinato con la tecnica RIA, in
sole 3-4 ore, l’enterotossina stafilococcica A in diversi alimenti, tra i quali prosciutto, pro-
dotti lattiero-caseari e polpa di granchio. Essi concordano con l’opinione di precedenti ricer-
catori, secondo i quali il metodo sarebbe altamente sensibile e utile fino a concentrazioni di
0,001 μg/mL e quantitativamente attendibile fino a concentrazioni di 0,01 μg/mL di entero-
tossina A.

Mediante trattamento con iodio delle enterotossine, la tecnica RIA in fase solida può esse-
re utilizzata per rilevare fino a 1 ng di tossina per grammo17. Quando la proteina A è stata uti-
lizzata come immunoassorbente, per separare il complesso antigene-anticorpo dalla tossina
che non aveva reagito, in 1 giorno di lavoro è stata raggiunta una sensibilità <1 ng/g per le
enterotossine stafilococciche A (SEA), SEB, SEC, SED e SEE17,142. In un’altra ricerca con
l’impiego della proteina A è stato possibile rilevare concentrazioni di 0,1 ng/mL e 0,5 ng/mL
di SEA e di 0,5 ng/mL di SEB3. Una sensibilità di 100 pg per SEC2 è stata invece ottenuta
utilizzando il metodo RIA a doppio anticorpo171. 

La tecnica RIA si presta all’analisi degli alimenti per la valutazione di altri pericoli bio-
logici, come endotossine, tossine prodotte da molluschi che provocano paralisi e simili.
Impiegando anticorpi omologhi marcati con 125I, filtrati e lavati su membrana Millipore, è
stato possibile individuare e identificare cellule batteriche in 8-10 minuti 198. A causa della
necessità di impiegare un isotopo radioattivo e della difficoltà associata al suo trasporto, il
metodo RIA è raramente usato in microbiologia degli alimenti.

11.2.6  ELISA

La tecnica immunologica ELISA o EIA (enzime-linked immunosorbent assay) è simile al
RIA, ma si differenzia da quest’ultimo in quanto l’isotopo radioattivo è sostituito da un enzima,
che può essere coniugato a un antigene o a un anticorpo. Sostanzialmente analoghe alla tec-
nica ELISA sono la EMIT (enzyme-multiplied immunoassay technique) e la ELAT (indirect
enzyme-linked antibody technique). Il metodo ELISA viene comunemente realizzato su una
fase solida (polistirene) rivestita di antigeni e incubata con antisiero. Dopo incubazione e
lavaggio, viene aggiunta una preparazione di enzima marcato con anti-immunoglobuline;
dopo un ulteriore delicato risciacquo, l’enzima rimanente nel tubo o in micropozzetti viene
saggiato per determinare la quantità di anticorpi specifici nel siero iniziale. Un enzima fre-
quentemente impiegato è la perossidasi di rafano, che viene misurata aggiungendo un sub-
strato per la perossidasi; la quantità di enzima presente è determinata grazie alla reazione
colorimetrica del substrato enzimatico. Tra le varianti di questo metodo di base vi è l’ELISA
“sandwich”, nel quale l’antigene deve avere almeno due siti di legame: l’antigene reagisce
con l’anticorpo presente in eccesso nella fase solida; dopo incubazione e lavaggio, l’antige-
ne legato viene trattato con un eccesso di anticorpi marcati. Una variante di questa tecnica è
l’ELISA a “doppio sandwich”, che impiega un terzo anticorpo. 

La tecnica ELISA viene ampiamente utilizzata per individuare e quantificare i microrga-
nismi e/o i loro metaboliti negli alimenti: alcune di queste applicazioni sono schematica-
mente presentate di seguito.
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Salmonelle
1. In uno studio condotto su 142 campioni di alimenti, la tecnica EIA policlonale con la fra-

zione di immunoglobuline G (IgG) degli anticorpi flagellari polivalenti e con perossidasi
di rafano è risultata concordante al 92,2% con il metodo di coltivazione classico. La per-
centuale di falsi positivi con il metodo EIA è stata del 6,4% ed è stata riscontrata una con-
cordanza del 95,8% con il metodo FA201.

2. La tecnica EIA policlonale è stata applicata impiegando micropiastre di polistirene, sia in
una tecnica di immobilizzazione anticorpale sia in un saggio MUG. La soglia di sensibi-
lità è stata stimata in 107 cellule/mL e i risultati sono stati ottenuti in 3 giorni di lavoro143.

3. Il metodo micro-ELISA Salmonella-TEK con anticorpi monoclonali ha consentito di rile-
vare in 31 ore 1-5 ufc/25 g, con un limite di sensibilità di 104-105 cellule 213.

4. Anticorpi monoclonali sono stati impiegati nel metodo di fissazione di anticorpi in micro-
piastra, consentendo di rilevare fino a 10 cellule/25 g in 19 ore, senza reazioni crociate
con altri microrganismi123.

S. aureus e relative enterotossine
1. Un metodo EIA con doppio anticorpo è stato sviluppato per le enterotossine stafilococci-

che di tipo A (SEA) ed è stato in grado di rilevare concentrazioni di 0,4 ng in 20 ore nelle
salsicce, di 3,2 ng/mL in 1-3 ore nel latte e di 1,6 ng/mL nella maionese178.

2. In uno studio sono state determinate concentrazioni pari o inferiori a 0,1 ng/mL di SEA,
SEB e SEC, usando palline di polistirene rivestite singolarmente con i rispettivi anticorpi196.

3. La tecnica ELISA standard è stata utilizzata per rilevare SEA, SEB, SEC e SEE in carne
macinata, consentendo di rilevare concentrazioni inferiori a 0,5 μg/100 g149.

Muffe e micotossine
1. Con il metodo ELISA è stato possibile determinare la presenza di muffe vitali e non vita-

li, con risultati comparabili o migliori rispetto a quelli ottenuti mediante conta con cella
di Howard127.

2. Nella determinazione di aflatossine B1 (AFB1), mediante tecnica ELISA con anticorpi
monoclonali sono state rilevate concentrazioni di 0,1 ng/mL166, 0,2 ng/mL26 e 0,5 ng/mL44.
Con un kit disponibile in commercio sono state rilevate 0,005 ppm (Environmental Diagno-
stics), con il test ELISA in provetta <10 pg/mL, con il metodo della micropiastra in polisti-
rene 25 pg per test161 e con palline di nylon o con metodo in piastra di Terasaki 0,1 ng/mL160.

3. Un kit da campo disponibile in commercio ha consentito di rilevare 0,005 ppm di AFB2 e
AFG1; la tossina T-2 è stata rilevata fino a valori di 0,05 ng/mL e l’ocratossina A a valo-
ri di 25 pg per test162.

Tossine botuliniche
1. Con la tecnica ELISA a “doppio sandwich” è stato possibile rilevare valori di 50-100 LD50

(dosi letali 50%) di tossine di tipo A e valori < 100 i.p. LD50 di tossine di tipo E; la tecni-
ca ELISA “doppio sandwich” con fosfatasi alcalina e piastre in polistirene si è dimostra-
ta in grado di rilevare 1 dose letale media i.p. su topo della tossina di tipo G125. (I metodi
immunologici rimangono i più importanti, sebbene oggi sia facile individuare tutte le tos-
sine botuliniche mediante PCR – N.d.C.)

Enterotossine di E. coli
1. Un anticorpo monoclonale specifico per ceppi di E. coli enteroemorragici (EHEC) si è

dimostrato altamente selettivo per tali ceppi quando utilizzato nella tecnica ELISA154.
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2. Sono state sviluppate due procedure ELISA “sandwich” basate sull’immobilizzazione di
anticorpi monoclonali murini tossina-specifici e di anticorpi policlonali secondari di coni-
glio specifici per i geni stx1 e stx2 di E. coli. Con la tecnica ELISA Stx1 è stato possibile
rilevare 200 pg di tossine Stx1 purificate, con ELISA Stx2 75 pg di tossina Stx2 47.

11.2.7  Gel diffusione

I metodi di gel diffusione sono stati ampiamente utilizzati per l’individuazione e la quantifi-
cazione di tossine ed enterotossine batteriche. I quattro metodi impiegati con maggiore fre-
quenza sono il single-diffusion tube (Oudin), il microvetrino a diffusione doppia, il vetrino
micro-Ouchterlony e l’elettroimmunodiffusione; essi sono stati utilizzati per la determinazio-
ne di enterotossine di stafilococco e di C. perfringens e di tossine di C. botulinum. La sensi-
bilità relativa dei diversi metodi è presentata in tabella 11.1. Sebbene dovrebbero essere adat-
ti per qualsiasi tipo di proteina solubile di cui gli anticorpi possono essere costituiti, questi
metodi richiedono che gli antigeni siano in forma precipitabile. Probabilmente la metodica
più largamente applicata è la variante di Crowle del test del vetrino Ouchterlony, come modi-
ficato da Casmann e Bennet 28 e da Bennett e McClure15. Il metodo micro-Ouchterlony, alla
pari del test Oudin, è in grado di rilevare 0,1- 0,01 μg di enterotossina stafilococcica. Il test a
doppia diffusione può rilevare fino a 0,1 μg/mL, ma il periodo di incubazione necessario per
concentrazioni così basse è di 3-6 giorni. Questo metodo di immunodiffusione richiede che
gli estratti, derivanti da un campione di 100 g, vengano concentrati fino a 0,2 mL. Sebbene
altre tecniche, quali RIA (par. 11.2.5) e RPHA (par. 11.2.9), siano più sensibili e rapide dei
metodi di gel diffusione, questi ultimi sono stati maggiormente utilizzati. La loro attendibili-
tà all’interno del loro range di sensibilità è indiscutibile. Recenti studi suggeriscono che,
incubando i vetrini a 45 °C, i risultati possono essere ottenuti in meno di 8 ore.

11.2.8  Separazione immunomagnetica

Questo metodo impiega biglie paramagnetiche (della dimensione di circa 2-3 μm, in quanti-
tà di 106-108/mL), attivate in superficie, che possono essere coniugate con anticorpi median-
te incubazione in frigorifero per un tempo variabile fino a 24 ore. Gli anticorpi non assorbi-
ti vengono rimossi tramite lavaggio. Una volta trattate adeguatamente, le biglie rivestite ven-
gono aggiunte al campione di alimento, precedentemente ridotto in poltiglia, contenente
l’antigene omologo (tossina o cellule intere nel caso di batteri Gram-negativi); dopo accura-
ta miscelazione il campione viene incubato, per un periodo variabile da pochi minuti a diver-
se ore, per consentire la reazione tra l’antigene e l’anticorpo legato sulla superficie delle
biglie. Dopo aver recuperato il complesso formatosi per mezzo di un magnete, l’antigene
viene eluito o misurato sulle biglie. L’antigene concentrato viene determinato con altri meto-
di. In uno studio la separazione immunomagnetica è stata associata alla citometria a flusso
per determinare E. coli O157:H7. Gli antigeni erano marcati con anticorpi fluorescenti, che
sono stati misurati mediante citometria a flusso; il metodo combinato ha consentito di rile-
vare <10 3 ufc/g in coltura pura o 103-104 ufc/g in carne bovina macinata186. Questo metodo
può essere utilizzato per diversi altri organismi, inclusi virus e protozoi.

11.2.9  Emoagglutinazione

Mentre con la gel diffusione occorrono almeno 24 ore per ottenere i risultati, questi possono
essere forniti in 2-4 ore utilizzando due metodi sierologici comparabili: l’inibizione della emo-
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agglutinazione (HI) e l’emoagglutinazione inversa passiva (RPHA, reverse passive hemag-
glutination). A differenza dei metodi di gel diffusione, queste tecniche non richiedono che gli
antigeni siano in forma precipitabile. Nel test HI, la concentrazione di anticorpo specifico è
mantenuta costante e l’enterotossina (antigene) viene diluita. Dopo incubazione di circa 20
minuti, si aggiungono globuli rossi trattati di pecora (SRBC); l’emoagglutinazione (HA) si
verifica solo quando gli anticorpi non sono legati dagli antigeni. La HA è inibita quando la
tossina è presente in proporzioni ottimali rispetto all’anticorpo. La sensibilità di HI nella rive-
lazione di enterotossine è riportata in tabella 11.1. Al contrario di quanto avviene con la tec-
nica HI, nel metodo RPHA l’antitossina globulinica viene coniugata direttamente agli SRBC
e utilizzata per rilevare la tossina. Una volta aggiunta la tossina diluita, la lettura del test per
HA può essere effettuata dopo 2 ore di incubazione. La HA si manifesta solo in presenza di
livelli ottimali di antigene e di anticorpo e non ha luogo in assenza di tossina o enterotossina.
La tabella 11.1 riporta le concentrazioni di 2 enterotossine rilevate con il metodo RPHA.

11.3  Metodi di genetica molecolare

Sebbene i metodi di identificazione e caratterizzazione fenotipica dei batteri di origine ali-
mentare continuino a essere ampiamente utilizzati, la tendenza odierna nella ricerca è orien-
tata verso un impiego sempre maggiore di metodi genotipici, in particolare per i patogeni di
interesse alimentare. Tale orientamento è favorito dalla disponibilità di kit test, prodotti da
un diverso numero di aziende, alcuni dei quali sono elencati nel paragrafo sulla reazione a
catena della polimerasi (PCR). L’importanza del 16S rRNA nella classificazione dei batteri
e delle linee genotipiche è stata considerata nel capitolo 2; una breve trattazione di come que-
ste sono state realizzate è esposta di seguito.

Come osservato nel capitolo 2, il ribosoma batterico 70S contiene 3 specifiche subunità:
5S, 16S e 23S. La prima contiene circa 120 nucleotidi, mentre le frazioni 16S e 23S sono
costituite, rispettivamente, da circa 1500 e 3000 nucleotidi. È stato dimostrato che il 16S
rRNA rappresenta un ottimo cronometro evolutivo delle forme di vita, in particolar modo per
i batteri. Lo studio della sequenza del 16S rRNA e l’ottenimento di dati mediante la tecnica
di ibridazione hanno reso possibile l’istituzione della classe dei Proteobatteri, come riporta-
to nel capitolo 2. Utilizzando queste sequenze, possono essere definiti nuovi generi batterici
su basi genotipiche anziché fenotipiche. Il genere Pseudomonas è stato ridimensionato – tra-
sferendo oltre 50 specie in 10 nuovi generi – come conseguenza di informazioni derivanti da
questi e da altri studi di genetica molecolare (vedi capitolo 2). L’esistenza di numerose ban-
che dati, contenenti informazioni genetiche per molti altri taxa batterici di interesse alimen-
tare, suggerisce che la ricollocazione di generi e specie non è ancora terminata.

L’estrazione e l’amplificazione del 16S rRNA dalle cellule batteriche è relativamente
semplice. Circa 1 g di cellule umide vengono lisate in presenza di DNasi (per distruggere
tutto il DNA) e l’RNA può essere estratto utilizzando kit disponibili in commercio. Addizio-
nando, in seguito, primer nucleotidici, trascrittasi inversa (RT) e deossiribonucleotidi, la RT
legge l’rRNA stampo (templato) e genera copie di DNA (cDNA). La sequenza originale del
16S rRNA può essere dedotta dopo una serie di operazioni.

11.3.1  Sonde molecolari (DNA)

Una sonda di DNA è costituita da una sequenza di DNA derivante da un organismo di inte-
resse che può essere utilizzata per rivelare la presenza di sequenze omologhe di DNA o
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RNA. In realtà, la sonda di DNA deve ibridizzare con la sequenza del ceppo che si sta cer-
cando. Idealmente la sonda contiene sequenze che codificano per uno specifico prodotto. La
sonda di DNA deve essere in qualche modo marcata per consentire di verificare l’avvenuta
ibridazione. I marcatori più frequentemente utilizzati sono i radioisotopi 3H, 125I e 14C e,
soprattutto, 32P. Sono stati sviluppati e utilizzati anche reporter group, come fosfatasi alcali-
na, perossidasi, fluoresceina, apteni, digossigenina e biotina46. Quando si impiega biotina la
sua presenza viene rivelata mediante coniugati avidina-enzima, antibiotina o fotobiotina. Il
DNA cromosomico è spesso la fonte di acidi nucleici target, ma nella maggior parte dei casi
ne contiene solo una copia per cellula. Target multipli sono forniti dalle molecole di mRNA,
rRNA e DNA plasmidico, che favoriscono una maggiore sensibilità del sistema di rivelazio-
ne. È possibile costruire sonde oligonucleotidiche sintetiche di 20-50 basi e, in condizioni
appropriate, è possibile attuare l’ibridazione in soli 30-60 minuti.

In una tipica applicazione di queste sonde vengono preparati frammenti di DNA di
microrganismi non noti utilizzando endonucleasi di restrizione. In seguito a separazione elet-
troforetica dei singoli frammenti, essi vengono trasferiti su filtri di nitrocellulosa e ibridiz-
zati alla sonda marcata. Dopo lavaggio delicato per rimuovere la sonda di DNA non legata,
viene determinata la quantità di prodotto ibridizzato mediante autoradiografia.

Il numero minimo di cellule batteriche rilevabile con una sonda standard è compreso tra
106 e 107, sebbene alcuni ricercatori riportino un limite di sensibilità di 104 cellule. Quando
le sonde sono utilizzate per alimenti in cui possono essere presenti bassissime concentrazio-
ni di microrganismi target, come 1 ufc/mL, occorre impiegare procedure di arricchimento per
consentire che le cellule raggiungano valori in grado di fornire quantità di DNA sufficienti
per l’analisi. Con un numero iniziale di 10 8 cellule i risultati possono essere ottenuti in 10-
12 ore utilizzando marcatori radioattivi; se sono necessari arricchimenti, il tempo richiesto è
pari alla somma del tempo per l’arricchimento più quello necessario per il saggio della sonda,
generalmente 44 ore o più. La letteratura offre numerosi esempi di applicazioni di questa tec-
nica ai microrganismi di interesse alimentare202, alcuni dei quali sintetizzati di seguito.

1. È stata utilizzata una sonda marcata con digossigenina per determinare concentrazioni
≤10 ufc/g di ceppi enterotossigeni di C. perfringens in carne cruda, in 48 ore10.

2. L’impiego di una sonda colorimetrica di DNA è stato comparato al metodo colturale della
FDA per la ricerca di L. monocytogenes in campioni lattiero-caseari, carne e prodotti itti-
ci 21. Su 660 campioni di prodotti lattiero-caseari e ittici, 354 sono stati trovati positivi con
il metodo FDA e 393 utilizzando la sonda; su 540 campioni di carne esaminati, 261 sono
risultati positivi con il metodo FDA e 378 con la sonda colorimetrica. I risultati sono stati
ottenuti in 48 ore utilizzando quest’ultima tecnica, mentre sono stati necessari 3-4 giorni
di lavoro con il metodo FDA/USDA.

3. Per Salmonella spp., l’impiego della sonda colorimetrica ha consentito di identificare cor-
rettamente tutti i 110 sierotipi esaminati e non ha dato luogo ad alcun falso positivo su 61
specie non appartenenti a questo genere 38.

4. Sonde marcate con radioisotopi per salmonelle sono state testate su 269 campioni di car-
casse di pollame e di acqua ed è stato possibile rilevare concentrazioni di sole 0,03 cellu-
le/mL dopo due arricchimenti 86. La sonda è stata in grado di rilevare concentrazioni di
sole 10 4 cellule/mL e il metodo è stato approvato dalla AOAC.

Da sequenze di DNA codificanti per gli amminoacidi 207-219 di SEB e SEC, è stata rea-
lizzata una sonda per enterotossine di S. aureus, che ha interagito con i geni per le enterotos-
sine SEB e 3 SEC 150.
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Sonde di DNA vengono utilizzate nei metodi di ibridazione su colonia, nei quali microco-
lonie del microrganismo target vengono fatte sviluppare direttamente su una membrana e
incubate successivamente su mezzo idoneo agarizzato. Una piastra di replicazione viene pro-
dotta come duplicato della piastra originale o della membrana. Le colonie cresciute sulla pia-
stra di replicazione vengono lisate direttamente sulla membrana per ottenere il rilascio degli
acidi nucleici e la separazione del DNA in singoli filamenti. Alcuni di questi vengono trasfe-
riti su filtri di nitrocellulosa, sui quali viene condotta l’ibridazione, applicando una sonda di
DNA o RNA marcata. È stata sviluppata una variante della tradizionale metodica di ibrida-
zione del DNA delle colonie, che ha consentito l’impiego di 60 filtri, contenenti fino a 48
microrganismi per ciascuno107.

Il metodo di ibridazione su colonia elaborato da Grunstein e Hogness71 è stato impiegato
con successo per rilevare Listeria monocytogenes, E. coli enterotossigeno e Yersinia entero-
colitica. In uno studio sono state costruite sonde polinucleotidiche sintetiche omologhe alla
regione codificante per il gene dell’enterotossina ST di E. coli che sono state applicate per
l’individuazione di ceppi prodotti dall’ibridazione di DNA su colonia80. In quest’ultimo caso
le colonie sono state poste su un filtro di carta per liberare e denaturare il DNA cellulare, che
è stato successivamente ibridizzato per una notte a 40 °C e sottoposto ad autoradiografia.
Mediante tale procedura è stato possibile rilevare la presenza di 10 5 cellule in grado di pro-
durre enterotossina ST. In una ricerca precedente, condotta nello stesso laboratorio, la pro-
cedura di ibridazione su colonie è stata usata per rilevare, senza arricchimento, E. coli in ali-
menti contaminati artificialmente; grazie a tale metodica è stato possibile determinare la pre-
senza di 100-1.000 cellule per grammo, pari a circa 1-10 cellule per filtro79. Maggiori infor-
mazioni sulle sonde molecolari sono reperibili in letteratura 225.

11.3.2  Reazione a catena della polimerasi (PCR)

La PCR (polymerase chain reaction) è divenuta rapidamente la più utilizzata tra le tecniche
di genetica molecolare per la determinazione e l’identificazione di batteri e virus negli ali-
menti; ciò è dovuto alla sua sensibilità e specificità, nonché alla presenza di un’ampia varie-
tà di formati e alla disponibilità di test in kit. Questa tecnica, sviluppata nel 1971 da Kleppe
e colleghi112, è applicabile più per l’identificazione che per la quantificazione dei microrga-
nismi di origine alimentare. La metodologia utilizzata attualmente è quella elaborata, tra gli
altri, da scienziati della Perkin Elmer-Cetus Corp.177,197. Per il suo contributo allo sviluppo
della PCR, K.B. Mullis è stato insignito del Premio Nobel per la chimica nel 1993.

Schematicamente i test basati sulla PCR sono condotti come segue. Quando il materiale
genomico di partenza è DNA a doppia elica (dsDNA, double-strand DNA), questo viene
riscaldato a 95 °C circa per ottenere la separazione dei filamenti; quando invece è RNA (per
esempio RNA virale), esso viene convertito in dsDNA utilizzando la trascrittasi inversa (RT-
PCR). Dopo il riscaldamento, i filamenti separati di DNA vengono raffreddati a circa 55 °C in
presenza di primer oligonucleotidici, che si appaiano ai singoli filamenti. In presenza di DNA
polimerasi e di dATP, dCTP, dTTP e dGTP, si realizza la sintesi dei filamenti complementari.
Quando questo processo viene replicato, i due filamenti divengono quattro, i quattro ne gene-
rano otto e così via per ogni ciclo addizionale, fino a ottenere diversi milioni di copie dell’ori-
ginale, dopo un numero sufficiente di cicli. Tra i kit disponibili in commercio vi sono:

– BAX system (Qualicon, Dupont Corp.);
– Probelia (Sanofi Diagnostics Pasteur);
– Foodproof (Biotecon Diagnostics);
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AG-9600 Amplisensor Analyzer è un sistema automatizzato basato sulla fluorescenza per
individuare i prodotti della PCR. Il BAX è il più vecchio tra i sistemi di rilevazione e la sua
applicazione viene discussa e presentata sinteticamente di seguito, unitamente a quella di
altri metodi basati sulla PCR.

Multiplex PCR
a. I primer usati per Escherichia coli O157:H7 sono stati: hly933k, fliCh7, stx 1, stx 2, eaeA.

È stato possibile rilevare in 24 ore concentrazioni ≤1 ufc/g in campioni di alimenti e di
feci di bovino65.

b. Per Staphylococcus aureus sono stati impiegati i primers: entC (gene SEC) e huc (gene
TNAsi). Con l’amplificazione mediante RFLP sono state determinate in meno di 6 ore
concentrazioni di 10 ufc/mL in latte scremato e di 20 ufc/20 g in formaggio Cheddar205.

c. Per Listeria, utilizzando una coppia di primer per il 16S o rRNA specifici per Listeria e
L. monocytogenes è stato possibile individuare simultaneamente entrambe. Sono state
rilevate solo le cellule vitali in concentrazione di 1-5 ufc/25 g di alimento192.

d. Per Salmonella e Campylobacter sono state utilizzate sonde captive invA (Salmonella) e
ceuE (Campylobacter). Per determinare i prodotti della PCR è stata impiegata la tecnica
ELISA. È stato possibile individuare 2 × 102 ufc/mL di salmonelle e 4 × 101 ufc/mL di
Campylobacter 82.

RT-PCR
a. Per Cryptosporidium parvum il dsRNA è stato estratto, ibridizzato su Xtra Bind Capture

System e amplificato sul materiale del Xtra Bind. In circa 2 ore è stato possibile indivi-
duare 1 oocita/l116. 

b. Norwalk virus è stato rilevato sostituendo la RT e la Taq polimerasi con la rTth polimera-
si in singolo tubo. Gli ampliconi generati sono stati rilevati con sonde oligonucleotidiche
biotinilate tipo ELISA. Su campioni di ostriche e vongole i risultati sono stati ottenuti in
1 giorno181. 

c. Mediante RT-PCR sono stati rilevati valori di 10 ufp di virus della polio e dell’epatite A
aggiunti in concentrazioni di 101-105 ufp a ostriche e concentrati con polietilen glicole96.

d. Un sistema disponibile in commercio (Genevision, Warnex Diagnostics, Laval, Canada)
impiega la RT-PCR per identificare, dopo arricchimento, Salmonella spp. in 1 giorno e
Listeria spp. in circa 2 giorni. 

Sistema Probelia 
a. Per Salmonella spp. negli alimenti il metodo ha mostrato una soglia di sensibilità di 102

ufc/mL. Dopo 18 ore di pre-arricchimento è stato possibile individuare concentrazioni di
sole 3 ufc/25 g. In uno studio collaborativo, su 285 campioni di alimenti contaminati è
stata riscontrata una concordanza del 99,6%. I risultati corrispondevano con quelli ottenu-
ti con il metodo ISO 6579 53. 

b. Il metodo per determinare Listeria monocytogenes è stato confrontato con quello di colti-
vazione ISO 11290 per il recupero del microrganismo nel salmone: le due tecniche hanno
fornito risultati comparabili, ma il metodo Probelia ha rilevato 20 ufc/mL in 48-50 ore
rispetto ai 5 giorni o più richiesti dal metodo ISO 216. 

BAX per lo screening di E. coli
Confrontato con altri metodi per la determinazione di concentrazioni <3 ufc/g in carne bovi-
na macinata, BAX ha consentito di rilevare il 96,5% di positivi rispetto al 71,5% dei saggi
immunologici e al 39% dei migliori metodi di coltivazione101. 
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Molecular beacon PCR
È stata progettata una sonda oligonucleotidica con marcatore fluorescente per ibridizzare con
una regione del gene slt-II di Escherichia coli O157:H7: tale regione mostra fluorescenza
quando vi è linearità tra la conformazione della forcella e la sequenza target. Nella PCR con-
dotta con DNA ottenuto da latte scremato contaminato, la fluorescenza aumentava con il
numero di microrganismi e il metodo è stato in grado di fornire risultati senza ricorrere
all’elettroforesi o al Southern blotting138. 

PCR-DGGE
Per Listeria spp. sono state effettuate amplificazioni PCR su frammenti del gene iap, ottenu-
ti da 5 specie diverse. I prodotti della PCR sono stati analizzati mediante elettroforesi su gel
con gradiente di denaturazione (DGGE, denaturing gradient gel electrophoresis). La migra-
zione specie-specifica in DGGE ha permesso l’identificazione di tutte le specie di Listeria
esaminate. Questa tecnica può essere utilizzata per rivelare Listeria spp. e Listeria monocy-
togenes negli alimenti35.

Sono state sviluppate e testate numerose altre tecniche basate sulla PCR e quest’area è in
continua evoluzione. Di seguito vengono elencati alcuni tra i metodi più utilizzati per l’indi-
viduazione dei microrganismi di interesse alimentare.

– LAMP (loop-mediated isothermal amplification): amplificazione isotermica ciclo-mediata).
– Rep-PCR (surveys repetitive sequences only): stima delle sequenze ripetute.
– ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus): sequenze enterobatteriche inter-

geniche ripetitive di consenso.
– Molecular Beacon: tecnica che impiega oligonucleotidi con marcatori fluorescenti in for-

mato qPCR.
– QC-PCR: PCR quantitativa competitiva.
– VNTR (variable number of tandem repeats, minisatellites): numero variabile di ripetizio-

ni tandem-minisatelliti.
– Real-time PCR (qPCR, RTi-PCR): PCR con risultati in tempo reale. Il saggio TaqMan con

5′ nucleasi fluorogenica fornisce risultati in tempo reale.

Alcune delle applicazioni citate sono riassunte di seguito.
L’ibridazione in situ con fluorescenza (FISH, fluorescent in situ hybridization) impiega una

sonda di RNA specifica per 23S rRNA. Per la ricerca di Salmonella spp. negli alimenti, sono
state utilizzate due sonde oligonucleotidiche (Sal-1 e Sal-3) e una realizzata recentemente. Le
sonde sono state marcate con Cy3 (indocarbocianina) e applicate a colture di cellule integre
su vetrino55. Quando le sonde ibridizzavano con il 23S rRNA dei microrganismi target si
osservava fluorescenza (le sequenze del 16S RNA sono utilizzate più frequentemente per i
batteri). Dopo l’allestimento, i vetrini sono stati trattati con DAPI ([4 ′, 6 ′-diamidino-2-feni-
lindolo], un colorante specifico per DNA, non intercalante che mostra fluorescenza blu o
bianco-bluastra quando si lega al DNA e viene eccitato da luce con lunghezza d’onda di 365
nm)109 e la fluorescenza è stata valutata mediante microscopio a epifluorescenza. Quando la
FISH è stata comparata con un metodo di coltura per rilevare Salmonella spp. in 18 differen-
ti alimenti, su 225 campioni almeno una delle tre sonde FISH ha consentito di rilevare fino a
56 positivi, mentre con il metodo di coltura ne sono stati individuati solo 30 55. Complessiva-
mente, la presenza di salmonelle è stata rilevata nel 64% dei campioni naturalmente contami-
nati mediante la FISH e nel 13% con i metodi di coltura. La FISH ha ibridizzato con tutti i 52
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sierotipi di Salmonella testati, ma è risultata negativa quando è stata testata su 46 ceppi (non
salmonella) di 22 specie di Enterobacteriaceae e su 14 ceppi di 12 specie non appartenenti alle
Enterobacteriaceae. Questo metodo consente di determinare cellule vitali, morte e VBNC
(cellule vitali ma non coltivabili). Sono state rilevate le cellule vitali anche quando esposte a
condizioni ambientali sfavorevoli, ma in alcuni casi non è stato possibile coltivarle. In questo
studio i ricercatori sono stati in grado di individuare le salmonelle in campioni alimentari con
2 o 3 giorni di anticipo rispetto ai metodi colturali. Sebbene non sia ancora chiaro quale sia il
numero minimo di cellule necessario per una risposta positiva della FISH, trattandosi di un
metodo di microscopia tale valore è probabilmente >104 ufc/mL.

La LAMP è una tecnica di amplificazione del DNA in situ per rilevare batteri mediante
microscopia. È simile alla FISH, in quanto viene condotta su vetrino da microscopio e sfrut-
ta la fluorescenza derivante dalla colorazione delle cellule con Cy3 o DAPI. Impiega una
DNA polimerasi a basso peso molecolare che penetra nelle cellule integre; una temperatura
di reazione di 63 °C consente l’utilizzo di anticorpi fluorescenti (FA) per la rilevazione simul-
tanea delle cellule e genera un gran numero di ripetizioni tandem, che impediscono la fuoriu-
scita degli ampliconi dalle cellule134. Dopo amplificazione del DNA con primer per il gene
stx2 di E. coli O157:H7, è stato possibile identificare queste cellule marcandole con FA.

Con il metodo qPCR i prodotti dell’amplificazione del gene vengono rilevati utilizzando
sonde fluorescenti durante i cicli della PCR; i risultati possono essere ottenuti in 30-90 minu-
ti. Vengono utilizzati diversi tipi di sonde fluorescenti, tra le quali SYBR Green I e FRET
(fluorescence resonance energy transfer). Queste sonde permettono il monitoraggio dell’in-
tero processo e non richiedono l’elettroforesi dei prodotti finali. La sonda FRET è un corto
oligonucleotide complementare a un filamento del DNA215. Quando è stato impiegato per
determinare in campioni d’acqua e di liquame Giardia lamblia (con β-giardin come gene tar-
get) e Cryptosporidium parvum (con gene target COWP) è stato possibile rilevare 1 cisti
della prima e 100 del secondo74.

Utilizzando SYBR Green I, l’analisi della curva di fusione (melting curve) è stata condot-
ta al termine dei cicli della PCR per individuare i prodotti con specifiche temperature di fusio-
ne. Il metodo è stato utilizzato per determinare contemporaneamente Salmonella e L. mono-
cytogenes, usando geni specifici per ciascun gruppo. Dopo una notte di arricchimento, il
metodo ha rilevato 2,5 cellule di sierotipi di Salmonella e una cellula di L. monocytogenes103;
sono stati impiegati 29 ceppi di salmonella e 18 di L. monocytogenes. Il metodo qPCR è stato
inoltre usato per individuare simultaneamente i geni stx1 e stx2 di E. coli 99. È stata sviluppa-
ta una qPCR con SYBR Green I per l’identificazione di Vibrio vulnificus nei tessuti omoge-
neizzati di ostrica e nelle acque del Golfo155. Dopo 5 ore di arricchimento il metodo ha con-
sentito di individuare una sola cellula; senza arricchimento sono state rilevate 102 cellule in 1
g di omogeneizzato di ostriche o in 10 mL di acqua del Golfo. Il metodo ha utilizzato come
target il gene specifico per l’emolisina vvh; l’intera procedura è stata completata in 8 ore. 

11.3.3  Luminescenza del gene lux

La luminescenza in batteri marini come Vibrio fischeri e V. harveyi è controllato da geni; la
capacità di produrre luminescenza può essere conferita ad altri microrganismi trasferendo in
essi alcuni di questi geni. I geni primari (lux) per la luciferasi sono luxA e luxB: il primo
codifica per la sintesi della subunità α della luciferasi e il secondo per la subunità β. Non è
necessario trasferire gli altri otto geni presenti nell’operone della bioluminescenza di questi
due batteri marini. Nell’applicazione dei fagi lux alla microbiologia degli alimenti, si comin-
cia con batteriofagi specifici per i batteri di interesse, sfruttando il vantaggio del rapporto
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altamente specifico esistente tra i fagi e i loro ospiti (vedi oltre in questo capitolo il paragra-
fo sulla tipizzazione dei batteriofagi e il paragrafo sui batteriofagi nel capitolo 20). Se il bat-
terio di interesse è Y. enterocolitica, si sceglie un fago in grado di infettare il più ampio inter-
vallo di ceppi ma non le specie strettamente correlate. I geni lux vengono inseriti nel fago
selezionato mediante metodi di ricombinazione, in quantità di circa 2 kb di DNA. Di per se
stessi i fagi trasdotti non sono luminosi, poiché essi non possiedono tutti i componenti neces-
sari per produrre luce. Quando vengono aggiunti al batterio ospite specifico, i fagi contenen-
ti il gene lux penetrano nella cellula e si moltiplicano, provocando il fenomeno della lumi-
nescenza nella cellula ospite per l’aumento della produzione di gene lux. L’emissione di luce
richiede la presenza dei composti che partecipano all’equazione:

dove FMNH2 è il flavin mononucleotide ridotto e RCHO è un’aldeide alifatica a lunga cate-
na, come il dodecanale. La luce emessa può essere misurata mediante luminometro come nel
saggio di determinazione dell’ATP. Il tempo necessario per ottenere i risultati dipende dal
tempo richiesto dai fagi per penetrare nella cellula ospite e iniziare la fase di moltiplicazio-
ne, che di norma è 30-50 minuti.

L’aggiunta di geni lux nel genoma fagico è stata descritta per la prima volta da Ulitzur e
Kuhn 212, che hanno dimostrato che in 10 minuti potevano essere rilevate sole 10 cellule di
E. coli. Il metodo in linea per determinare i batteri enterici nei tamponi effettuati sugli
impianti di trasformazione della carne ha consentito di rilevare 104 ufc/g o cm2 114. Diversi
studi hanno mostrato che è possibile rilevare un centinaio di salmonelle in 1 ora circa. 

Utilizzando il metodo MPN, uno studio è riuscito a individuare in 24 ore la presenza di
una sola cellula di S. Typhimurium per 100 mL di acqua211. Mediante l’aggiunta diretta di
costrutti fagici, la metodologia basata sul gene lux può essere adattata per rilevare un’ampia
tipologia di batteri negli alimenti. Quando le concentrazioni iniziali sono basse, è necessaria
la procedura di arricchimento. Il metodo non si presta bene per i batteri Gram-positivi, poi-
ché l’emissione luminosa è 100 volte inferiore rispetto a quella dei Gram-negativi195. 

Per determinare Listeria monocytogenes sono stati costruiti numerosi batteriofagi repor-
ter che veicolano la proteina LuxAB di Vibrio harveyi 130. Dopo due ore di incubazione e una
fase di arricchimento, mediante un luminometro a singolo tubo sono state individuate con-
centrazioni di sole 5 × 102-103 cellule/mL. È stata rilevata meno di una cellula di L. monocy-
togenes/g di insalata artificialmente contaminata130. Nella carne e nel formaggio molle è stato
possibile rilevare 10 cellule/g. Su 348 campioni ottenuti da alimenti naturali e dall’ambien-
te, con il metodo del fago lux sono stati trovati 55 positivi e con il metodo di coltivazione in
piastra 57129. Tale tecnica è in grado di fornire risultati in 24 ore, mentre con i metodi di col-
tivazione in piastra sono necessari 4 giorni di lavoro. L’efficienza relativa di questo sistema
nel determinare la presenza del ceppo L. monocytogenes Scott A in 3 diversi alimenti è illu-
strata in figura 11.3129.

Sulla base dello stesso principio del saggio del fago lux, è stato marcato con una proteina
verde fluorescente (GFP) un fago specifico per E. coli O157:H7, impiegato per la rilevazio-
ne del batterio non solo nel suo stato di vitalità, ma anche in cellule uccise dal calore e in
quelle vitali, ma non coltivabili152. Dopo 1 ora di incubazione del fago con il batterio a una
molteplicità di infezione (MOI, multiplicity of infection) pari a 1.000, la fluorescenza della
coltura aumentava (a causa della replicazione dei fagi GFP), raggiungendo il plateau dopo 3
ore di incubazione. La fluorescenza è stata misurata con un microscopio a fluorescenza.

FMNH RCHO O FMN RCOOH H O lluciferasi
2 2 2+ + ⎯ →⎯⎯⎯ + + + uuce
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Quando questi costrutti fagici sono stati aggiunti a cellule incapaci di dividersi (VBNC o
pastorizzate), l’intensità della fluorescenza non è aumentata in seguito a incubazione152.

11.3.4  Saggio della nucleazione del ghiaccio

Questa tecnica (INA, ice nucleation assay) può essere considerata abbastanza simile a quel-
la di luminescenza del gene lux, in quanto un gene specifico viene trasferito da un batterio
a un altro attraverso batteriofagi. Diversi generi di batteri Gram-negativi che popolano le
piante trasportano un gene (ina) codificante la sintesi di una proteina, che promuove la
nucleazione del ghiaccio (ice nucleator). Uno dei più comuni tra questi microrganismi è
Pseudomonas syringae, il cui gene ina è costituito da circa 3600 paia di basi (bp) di DNA,
in grado di produrre una singola proteina ina di nucleazione del ghiaccio. Queste proteine
favoriscono il congelamento dell’acqua a temperature superiori alla norma e provocano
danni da congelamento in diverse piante in campo, in quanto causano un sovraraffreddamen-
to a temperature uguali o inferiori a – 6 °C, prima che si attivi il meccanismo di nucleazio-
ne. Si tratta di un esempio di nucleazione eterogenea del ghiaccio (nella quale l’acqua sovra-
raffreddata si lega a composti non acquosi), che può verificarsi a temperature intorno a
– 2 °C 224. L’applicazione di questi ice nucleator a prodotti alimentari come bianco d’uovo,
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Figura 11.3 Rilevazione di L. monocytogenes Scott A e relativi livelli di luminescenza osservati
(asse y) in diversi alimenti artificialmente contaminati in laboratorio con diverse concentrazioni di
cellule (asse x). Dopo 3 giorni di conservazione a 4 °C e arricchimento in terreni selettivi di coltura
per 44 ore, i campioni sono stati esaminati mediante A511:: luxAB. I limiti di rilevazione in questo
esperimento sono stati di 0,1 (cavolo), 1 (latte) e 10 (formaggio camembert) ufc/g 129. (Copyright ©
1997 American Society for Microbiology, con autorizzazione)



muscolo di salmone e altri può determinare una riduzione del tempo di congelamento e un
risparmio di energia.

Il test diagnostico di nucleazione batterica del ghiaccio (BIND, bacterial ice nucleation
diagnostic), elaborato dagli scienziati della DNA Plant Technology Corporation, è stato svi-
luppato per la rilevazione delle salmonelle. In sostanza, il gene ina derivante da P. syringae
viene clonato all’interno di batteriofagi geneticamente modificati specifici per le salmonel-
le. Se tali microrganismi sono presenti, i fagi li infettano e determinano la sintesi della pro-
teina di nucleazione del ghiaccio nella membrana cellulare esterna. Questo fenomeno si
manifesta con la formazione di cristalli di ghiaccio alla temperatura di – 9 °C. Associando un
colorante fluorescente come indicatore del congelamento, una colorazione verde indica l’av-
venuto congelamento e, quindi, la presenza di salmonelle, mentre una colorazione arancione
indica l’assenza di congelamento. Con il fago per salmonelle P22 può essere rilevata la pre-
senza di 25 cellule per grammo entro 24 ore.

11.4  Metodi di fingerprinting

Numerosi metodi, compresi alcuni di genetica molecolare riportati in precedenza, sono
impiegati per caratterizzare (identificare, differenziare, tipizzare) specie e ceppi di microrga-
nismi di interesse alimentare; buona parte di questi metodi è elencata e brevemente descrit-
ta di seguito.

– Tipizzazione dei batteriofagi (phage typing).
– Polimorfismi di lunghezza dei frammenti amplificati (AFLP, amplified-fragment length

polymorphism).
– Elettroforesi enzimatica multilocus (MEE, multilocus enzyme electrophoresis).
– Analisi di restrizione enzimatica (REA, restriction enzyme analysis).
– Amplificazione casuale di DNA polimorfico (RAPD, random amplification polymorphic

DNA).
– Elettroforesi in campo pulsato su gel di agarosio (PFGE, pulsed field gel electrophoresis).
– Polimorfismi di lunghezza dei frammenti di restrizione (RFLP, restriction fragment length

polymorphism).
– Ribotipizzazione (ribotyping).
– Microarray.

11.4.1  Tipizzazione dei batteriofagi

La tipizzazione fagica è basata sulla specificità di un determinato fago per il suo ospite bat-
terico; tale relazione consente di utilizzare fagi conosciuti per identificare i rispettivi ospiti.
Sebbene tutti i batteri patogeni di origine alimentare possano essere tipizzati con questo
metodo, nella pratica viene applicato ad alcuni microrganismi più che ad altri. Per maggiori
dettagli sulla tipizzazione fagica, in particolare in relazione ai patogeni specifici trasmessi da
alimenti, si rimanda ai rispettivi capitoli.

Uno dei primi e probabilmente più complessi schemi di tipizzazione fagica è stato quello
elaborato per S. aureus negli anni Cinquanta. Sebbene l’impiego di routine della tipizzazio-
ne fagica degli stafilococchi sia andato declinando, tale metodo si è dimostrato uno strumen-
to importante negli studi epidemiologici su L. monocytogenes.
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Sin dalla loro prima descrizione, avvenuta nel 1945, i batteriofagi specifici per Listeria
sono stati studiati da numerosi ricercatori, per il loro impiego nella differenziazione delle
specie e dei ceppi e per la loro utilità a fini epidemiologici. I fagi di Listeria contengono
dsDNA e si dividono in due gruppi: Siphoviridae (non dotati di code contrattili) e Myoviridae
(dotati di coda contrattile). I recettori dei fagi presenti sulle cellule di Listeria monocytogenes
sono la N-acetilglucosammina e i sostituenti del ramnosio degli acidi teicoici oppure lo stes-
so peptidoglicano 58,221. Un ceppo fago-resistente di L. monocytogenes non presentava gluco-
sammina nella struttura della parete cellulare 221. In uno studio condotto in Francia durante il
periodo 1958-1978, il 69,4% di 823 ceppi di L. monocytogenes è risultato appartenere al sie-
rotipo 4; il sistema di tipizzazione fagica è stato costituito da 12 fagi principali e da 3 di tipo
secondario 5. Sei fagi sono stati utilizzati per differenziare i ceppi aventi sierotipo 1, nove per
quelli di sierotipo 4 e solamente due per il sierotipo 2. Utilizzando 20 fagi, è stato possibile
tipizzare il 78,4% degli 823 ceppi, assegnandone l’88% al sierotipo 4 e il 57% al sierotipo 1.
Per 552 dei 645 ceppi tipizzabili è stato possibile definire 8 principali raggruppamenti fagi-
ci 5. In uno studio multicentrico sono stati utilizzati 29 fagi ed è stato possibile tipizzare nel
77% dei casi il sierotipo 4 e nel 54% dei casi i sierotipi 1/2173. Il set di tipizzazione di Audu-
rier e colleghi è suddiviso in tre gruppi: 12 fagi per i ceppi con sierotipo 1/2, 16 per i ceppi
4b e 7 per gli altri ceppi 4. Utilizzando 35 diversi batteriofagi, la percentuale di tipizzazione
di 826 ceppi con sierotipo 4b isolati in Francia tra il 1985 e il 1987 è stata dell’84%, rispet-
to al 49% di 1.644 ceppi con sierotipo 1. Utilizzando questo schema è stato dimostrato che
gli isolati di L. monocytogenes, recuperati dalle vittime o dagli alimenti coinvolti in tre epi-
demie di listeriosi umana, appartenevano tutti allo stesso fagotipo.

In uno studio multicentrico, che ha coinvolto sei diversi laboratori europei, è stata condot-
ta la tipizzazione fagica di 80 colture di L. monocytogenes, utilizzando due set di fagi, uno
dei quali internazionale. È stato osservato un elevato livello di concordanza tra i laboratori e
sono state avanzate proposte per migliorare il set internazionale110,139.

In uno studio su 127 isolati di L. monocytogenes 203 i raggruppamenti costituiti da ceppi
litici hanno consentito di definire otto gruppi fagici, ma i risultati hanno suggerito che gli
agenti litici erano in realtà monocine: fagi difettosi aventi code mancanti delle regioni di
testa153. Sebbene la suscettibilità delle monocine pare sia associata ai diversi sierotipi, non è
stata trovata alcuna correlazione riguardo alla fonte animale o all’origine geografica dei ceppi
di L. monocytogenes 203. Le monocine delle listerie sono profagi criptici strettamente correla-
ti ai fagi intatti e potrebbero essere particelle fagiche assemblate in modo incompleto 231. Le
proteine monocine sono molto simili alla principale proteina delle code del fago e il 75% del
DNA del fago di Listeria ibridizza con il DNA dei ceppi produttori di monocina231. Nella loro
regione di contatto le code contengono un principio litico, che può causare la lisi cellulare
se, o quando, un numero sufficiente di code aderisce alle cellule. Le monocine di L. mono-
cytogenes non sono in grado di attaccare altri batteri231.

In uno studio condotto su 807 colture di L. monocytogenes raccolte in Gran Bretagna da
casi umani, nel periodo compreso tra il 1967 e il 1984, la tipizzazione fagica si è dimostrata
uno strumento efficace per episodi di listeriosi originati da una fonte comune che hanno
coinvolto più di un paziente o per episodi ricorrenti nello stesso paziente140. Le 807 colture
appartenevano ai sierotipi 1/2, 3 e 4. In un altro studio, che ha utilizzato un set di 16 fagi
recuperati da processi lisogenici e da fonti ambientali, 464 ceppi rappresentativi di 5 specie
sono stati collocati in quattro gruppi132. Nonostante l’elevata riproducibilità dei risultati, la
specificità di specie e sierotipi non è risultata conforme a nessun raggruppamento litico. La
suscettibilità fagica di L. monocytogenes è risultata maggiore per il sierotipo 4 (98%), segui-
ta dal sierotipo 1 (90%) e dal sierotipo 3 (10%). Non è stato possibile limitare nessun fago a
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una specie o a un sierotipo. L. grayi non è stata lisata da nessuno dei fagi selezionati132. Una
procedura di tipizzazione inversa, ideata da Loessner131, impiega piastre pronte all’uso con-
tenenti una sospensione di fagi su tryptose agar. Utilizzando un set di 21 fagi genere-speci-
fici, il tasso di tipizzabilità totale è stato dell’89,5% su 1087 ceppi di Listeria.

La tipizzazione fagica di 105 ceppi di E. coli O157:H7 tossinogena, recuperati tra il 1990
e il 1999 in Finlandia da organismi umani, ha rivelato che il 56% apparteneva al tipo PT2 e
l’11% al PT54176. Il 70% dei ceppi PT2 conteneva il gene stx2, solo e in combinazione. Su
166 ceppi di Bacillus cereus, isolati da casi di intossicazione alimentare, il 97% era tipizza-
bile utilizzando un set di 12 fagi 2. È interessante osservare che la maggior parte dei ceppi di
B. thuringiensis è risultato tipizzabile dallo stesso set di fagi.

11.4.2  Polimorfismi dei frammenti amplificati (AFLP)

Questa tecnica fingerprinting basata sulla PCR richiede piccole quantità di dsDNA puro: 10-
100 ng ottenuti da 1-3 colonie batteriche89. Il DNA viene digerito con due enzimi di restri-
zione (come EcoRI e MseI). La procedura prevede l’impiego di adattatori oligonucleotidici
a doppio filamento; un’aliquota è soggetta a 1 o 2 amplificazioni PCR, condotte in condizio-
ni altamente restrittive con primer specifici per gli adattatori. Il primer che amplifica seletti-
vamente il sito di restrizione è marcato mediante fluorescenza. Dopo elettroforesi su gel di
poliacrilammide (PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis) sono ottenute da 40 a 200
bande; il metodo è risultato più riproducibile del RAPD19.

In uno studio di 147 ceppi di batteri appartenenti a nove diverse specie, con l’analisi
AFLP è stato possibile attribuire tutti i ceppi alle rispettive specie 89. Quando il DNA geno-
mico di 98 ceppi di Aeromonas è stato digerito con ApaI e TaqI , il metodo si è dimostrato in
grado di produrre risultati consistenti con i dati di omologia del DNA85. Impiegando un
metodo automatizzato con due endonucleasi di restrizione, 25 isolati di Campylobacter, otte-
nuti da allevamenti di pollame olandesi, sono stati suddivisi in tre raggruppamenti di C. jejuni,
differenti da un raggruppamento C. coli 48. Il metodo AFLP a fluorescenza (FAFLP), che
impiega primer marcati con fluorofori, è stato utilizzato per differenziare 30 ceppi di S. Ente-
ritidis di fagotipo 4 (PT 4), ottenuti da fonti diverse. Quando la tecnica AFLP è stata impie-
gata con XbaI, il 73% dei ceppi PT 4 è stato classificato in un’unica tipologia43. Tuttavia,
quando la tecnica FAFLP è stata impiegata utilizzando EcoRI +O e MseI +C, sono stati otte-
nuti 23 profili (che presentavano da 1 a 61 differenze dei frammenti amplificati), con un
potere discriminante pari a 0,98, rispetto allo 0,47 della tecnica PFGE 43. La diversità gene-
tica di isolati clinici e ambientali di ceppi di Vibrio cholerae (sierotipi O1, O139 e non-O1
e non-O139) è stata studiata utilizzando ApaI e TaqI; dal DNA genomico di ciascun ceppo
sono state generate da 20 a 50 bande 97. Dei 74 ceppi testati, 26 del sierogruppo O1 mostra-
vano identico profilo, corrispondente al ceppo O1 El Tor della settima pandemia. (Maggiori
informazioni su questa tecnica sono reperibili in bibliografia179.)

11.4.3  Tipizzazione con elettroforesi enzimatica multilocus

Questa tecnica può essere applicata per valutare le relazioni genomiche complessive esisten-
ti tra ceppi di una stessa specie determinando la mobilità elettroforetica relativa di un set di
enzimi cellulari idrosolubili. Le differenze nella mobilità elettroforetica possono essere cor-
relate alla variazione allelica e alla variabilità genetica presente all’interno della popolazio-
ne di una stessa specie. Di solito vengono testati da 15 a 25 enzimi su gel di amido. Poiché
alcuni degli enzimi dei ceppi di una stessa specie possono presentare differente mobilità
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(essendo polimorfici), la tipizzazione elettroforetica enzimatica multilocus (MEE) può esse-
re utilizzata per la caratterizzazione di ceppi a scopo epidemiologico, così come avviene per
la sierotipizzazione o la tipizzazione fagica. La tecnica di base è stata descritta in dettaglio
ed è stata oggetto di revisioni scientifiche183; alcune applicazioni sono riassunte di seguito.

1. Esaminando le variazioni alleliche in 16 enzimi di 175 isolati di L. monocytogenes, sono
stati differenziati 45 profili allelici o tipologie MEE, che sono stati suddivisi in due princi-
pali gruppi filogenetici, con i sierotipi 4a, 4b e 1/2 b collocati nello stesso raggruppamento.

2. Uno studio ha preso in esame 245 ceppi di L. monocytogenes isolati in Danimarca da fonti
diverse: sono stati individuati 33 tipi MEE, con il 73% dei ceppi appartenente a una delle
due tipologie ET1 ed ET4148. La tipologia ET4 è stata riscontrata più frequentemente tra
gli isolati da alimenti. In uno studio correlato, con la tecnica MEE è stato dimostrato che
47 isolati da casi clinici e 72 isolati da pesce non costituivano soltanto due linee evoluti-
ve separate, ma appartenevano a due gruppi distinti 20.

3. Questa tecnica è stata comparata con il polimorfismo di lunghezza dei frammenti di restri-
zione (RFLP, vedi oltre in questo capitolo) su 141 ceppi di L. monocytogenes: i due meto-
di sono risultati in sostanziale accordo per quanto riguarda ceppi ricorrenti in determina-
ti prodotti alimentari77.

11.4.4  Analisi di restrizione enzimatica (REA)

Con questo metodo il DNA cromosomiale dei ceppi in esame viene digerito utilizzando
appropriate endonucleasi di restrizione; questi enzimi riconoscono specifiche sequenze
nucleotidiche del doppio filamento di DNA e le tagliano in punti precisi. Una delle endonu-
cleasi di restrizione maggiormente impiegate è EcoRI (ottenuta da E. coli), che individua la
sequenza di basi GAATTC e la taglia tra G e A. Un’altra endonucleasi è HhaI (ottenuta da
Haemophilus influenzae), che riconosce la sequenza GTPyPuAC (Py = pirimidina, Pu = puri-
na) e la taglia tra le basi Py e Pu; HhaI si è dimostrata molto utile per studiare l’epidemiolo-
gia di L. monocytogenes 223.

Dopo che alcuni ceppi di L. monocytogenes di sierotipo 4b, associati a tre epidemie di ori-
gine alimentare, sono stati sottoposti a REA utilizzando HhaI, il metodo è risultato valido sia
come strumento tassonomico sia come indicatore epidemiologico222. Dei 32 isolati, associa-
ti all’epidemia verificatasi nel 1981 in Nuova Scozia (Canada), 29 mostravano un profilo
enzimatico di restrizione identico a quello del ceppo isolato dall’insalata di cavolo. Inoltre i
profili di nove isolati clinici, prelevati a Boston nel 1983, sono risultati identici tra loro.
Alcuni degli isolati durante l’epidemia del 1985 in California sono stati analizzati mediante
REA: quelli ottenuti dai pazienti, dai campioni di formaggio sospetto e dai campioni ambien-
tali prelevati nei caseifici sono risultati identici 222.

È stato valutato l’utilizzo combinato di REA e PCR per la subtipizzazione di L. monocy-
togenes. Impiegando 133 ceppi di sierotipo 4b, ottenuti da diverse fonti, e 22 altri sierotipi,
la tecnica PCR-REA ha permesso di suddividere i ceppi in due gruppi – I e II – costituiti
rispettivamente da 37 e 96 ceppi. Dei sierotipi 4b, 74 appartenevano al fagotipo 2389:2425:
3274:2671:47:108:340 e tutti rientravano nello stesso gruppo II, dopo taglio con AluI.

11.4.5  Amplificazione casuale di DNA polimorfico (RAPD)

Alla base di questa tecnica vi è l’uso della PCR per ottenere profili elettroforetici di DNA
polimorfico amplificati casualmente. In sintesi, le cellule vengono raccolte, sospese in acqua
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e lisate per estrarne il DNA; questo, insieme a primer specifici, come un 10-mer (costituiti da
10 paia di basi, pb), viene miscelato alla Taq polimerasi. La PCR viene condotta a tempera-
ture variabili per 40 o più cicli; i prodotti di amplificazione vengono successivamente sotto-
posti a elettroforesi su gel di agarosio. Dopo colorazione del gel (di norma con bromuro di
etidio), le bande sono fotografate e analizzate. Per l’esecuzione della RAPD (random amplifier
polymorphic DNA) non occorre che il DNA genomico sia purificato e non è necessario
disporre di precedenti dati di sequenziamento. Utilizzando un termociclatore capillare, in
grado di completare 30 cicli in meno di 1 ora, i risultati sono stati ottenuti in 3 ore, compre-
so il tempo per la crescita della colonia18. 

L’analisi RAPD è stata impiegata da numerosi ricercatori per il riconoscimento di ceppi
di L. monocytogenes coinvolti in epidemie. 289 ceppi isolati da campioni ambientali di uno
stabilimento per la lavorazione di pollame sono stati sottoposti a RAPD impiegando un pri-
mer 10-mer: sono stati identificati 18 profili e il 64% dei ceppi mostrava lo stesso profilo121.
Utilizzando lo stesso primer 10-mer, 29 ceppi di L. monocytogenes isolati da latte crudo pre-
sentavano sette profili, specifici per gli isolati da latte122. In quest’ultimo studio la combina-
zione di RAPD e sierotipizzazione ha consentito di ottenere un grado più elevato di differen-
ziazione, rispetto all’impiego separato dei singoli metodi. Rispetto all’analisi dei polimorfi-
smi di lunghezza dei frammenti di restrizione, il metodo RAPD è risultato più rapido e meno
laborioso; inoltre non richiede DNA purificato122. L’analisi RAPD è stata confrontata con la
tipizzazione fagica su 104 ceppi di L. monocytogenes isolati nel corso di sei diverse epide-
mie: la concordanza tra i due metodi è risultata del 98% e la tecnica RAPD è stata proposta
come alternativa alla tipizzazione fagica135. La RAPD si è dimostrata assai più valida del
sequenziamento del 16S rRNA per discriminare ceppi di L. monocytogenes e ha consentito
di differenziare anche ceppi aventi la stessa sequenza del 16S rRNA39. Tre primer 10-mer
sono stati utilizzati su 52 ceppi di L. monocytogenes e su 12 ceppi rappresentativi di altre 5
specie di Listeria: con uno solo dei primer impiegati sono stati ottenuti 34 profili diversi56.

L’amplificazione RAPD non ha luogo con cellule deperite o vitali ma non coltivabili
(VBNC); tuttavia anche queste cellule possono essere rivelate fornendo un adeguato appor-
to di nutrienti a quelle deperite o rivitalizzando le VBNC con un aumento di temperatura 217.

Cinque metodi, tra cui la RAPD, sono stati messi a confronto in uno studio epidemiolo-
gico su L. monocytogenes: tutti i ceppi 4b esaminati sono stati suddivisi in 2 tipi mediante
RAPD e in 4 tipi mediante gel elettroforesi in campo pulsato (PFGE)122. La RAPD, assieme
alla PFGE e alla ribotipizzazione, è risultata una delle tre tecniche con maggiore potere
discriminante.

11.4.6  Elettroforesi su gel in campo pulsato (PFGE)

Questa tecnica comporta la digestione del DNA genomico con uno o più enzimi di restrizio-
ne, la separazione dei frammenti di restrizione ottenuti mediante elettroforesi a inversione di
campo e la risoluzione dei frammenti su gel di agarosio. A differenza dell’elettroforesi con-
venzionale, nella quale il gel viene fatto correre in una sola direzione, l’elettroforesi su gel
in campo pulsato (PFGE, pulsed field gel electrophoresis) prevede l’applicazione alternata
di due campi elettrici per periodi di tempo crescenti da 1 a 100 secondi (switch time) per un
tempo complessivo che può variare a seconda della dimensione delle molecole da separare.
I campi elettrici alternati forzano le molecole a cambiare la loro direzione; i profili elettro-
foretici vengono definiti pulsovar. Questa tecnica è stata impiegata per caratterizzare ceppi
di diversi patogeni coinvolti in epidemie di malattie a trasmissione alimentare; inoltre è
ampiamente utilizzata per identificare lieviti di interesse agroalimentare165a,165b.
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Utilizzando due enzimi di restrizione (AscI e ApaI), 176 ceppi di L. monocytogenes e 22
altre specie/ceppi di listeria sono stati suddivisi in 87 gruppi genomicamente distinti; l’enzi-
ma ApaI ha generato il maggior numero di bande23. In un’altra ricerca, 42 ceppi di sierotipo
4b di L. monocytogenes sono stati suddivisi in almeno 24 diverse varietà genomiche con uno
dei tre enzimi di restrizione utilizzati 24. Sebbene tutte le 42 colture siano state caratterizzate
con la PFGE, solamente l’89% era fago-tipizzabile24. I ceppi di L. monocytogenes di sieroti-
po 4b, provenienti da 279 pazienti affetti da listeriosi, sono stati analizzati mediante PFGE
(oltre che con altri metodi), ottenendo 34 pulsovar; l’89% dei ceppi esaminati è risultato del
pulsotipo responsabile di epidemie umane 2/1/3 87. Utilizzando tre enzimi di restrizione, è
stato dimostrato che il ceppo di L. monocytogenes responsabile di un’epidemia in Francia nel
1992 era strettamente correlato dal punto di vista genetico a quelli che hanno causato epide-
mie in California, Danimarca e Svizzera87.

Oltre che su L. monocytogenes, la tecnica PFGE è stata impiegata su numerosi altri bat-
teri di rilievo per gli alimenti. Sono stati differenziati ceppi epidemici e sporadici di E. coli
O157:H7 coinvolti nell’epidemia di colite emorragica registrata nel 1994 nel Pacifico nord-
occidentale102 ed è stata dimostrata la stretta correlazione esistente tra il sierogruppo O139
di V. cholerae e il biotipo Tor E1 O175. Utilizzando l’enzima di digestione SmaI e la PFGE
sono state estrapolate le dimensioni del genoma di tre specie stafilococciche67. Allo scopo
di individuare la fonte di questo microrganismo nella trota iridata affumicata a freddo, Autio
e colleghi6 hanno sottoposto a PFGE 303 isolati e hanno osservato che quelli presenti nel
prodotto finito erano associati alle fasi di salagione e taglio; i microrganismi presenti sul
pesce crudo non sono stati riscontrati nel prodotto finito. 

11.4.7  Polimorfismo di lunghezza dei frammenti di restrizione (RFLP)

Questa tecnica (RFLP, restriction fragment length polymorphism) si basa sulle differenze
della lunghezza dei frammenti di DNA che vengono generati mediante digestione con endo-
nucleasi di restrizione. In sintesi, il DNA cellulare viene digerito con enzimi di restrizione,
separato mediante elettroforesi e ibridizzato con la metodica Southern blot mediante una
sonda di DNA ottenuta da una determinata libreria genica dell’organismo in questione. Insie-
me alla MEE, questa tecnica è stata impiegata per dimostrare la frequenza di ceppi di L.
monocytogenes in latte crudo e alimenti non lattiero-caseari 77.

11.4.8  Ribotipizzazione

Il DNA viene estratto dalle cellule e digerito con una endonucleasi, come EcoRI; i frammen-
ti così ottenuti sono quindi separati mediante elettroforesi su gel di agarosio. I frammenti
separati vengono trasferiti su una membrana di nylon e ibridizzati impiegando una sonda di
DNA complementare (cDNA) marcata in modo appropriato, ottenuta dall’RNA ribosomiale
(rRNA) mediante trascrittasi inversa. Il profilo chemiluminescente generato viene registra-
to. Un sistema di ribotipizzazione automatizzato può essere in grado di processare simulta-
neamente otto campioni; questo strumento produce i cosiddetti “riboprint”, che consentono
l’identificazione mediante il confronto con quelli di ceppi conosciuti archiviati in database
di riferimento.

Utilizzando la ribotipizzazione e la MEE su 305 ceppi di L. monocytogenes sono stati
ottenuti 28 ribotipi e 78 profili elettroforetici (ET). I ceppi sono stati suddivisi in due sotto-
gruppi mediante entrambi i metodi, ma nessuno dei due è stato in grado di differenziare in
modo soddisfacente i sierogruppi 1/2b e 4b. In generale la tecnica MEE si è rivelata più
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discriminante della ribotipizzazione. Confrontata con la PFGE su 73 isolati appartenenti al
genere Acinetobacter, la ribotipizzazione ha distinto 39 profili con l’impiego di 2 endonu-
cleasi, mentre la PFGE ne ha differenziati 49184. In uno studio condotto su Salmonella siero-
tipo Enteritidis la ribotipizzazione si è rivelata la più discriminante e accurata tra le diverse
tecniche genetiche utilizzate per differenziare i ceppi patogeni presenti negli alimenti e nel-
l’acqua; inoltre la tipizzazione fagica ha fornito i migliori risultati nell’ulteriore differenzia-
zione dei ribogruppi120. Maggiori dettagli sulle applicazioni della ribotipizzazione sono pre-
sentati nella tabella 11.2.

11.4.9  Microarray

Un microarray molto semplice può consistere di una superficie solida (come una membrana
in nylon, un vetrino o un chip di silicio) sulla quale vengono fissate piccole quantità di sin-
goli filamenti di DNA (ssDNA) di differenti specie batteriche conosciute. Quando gli ssDNA
di specie non note vengono esposte a questi array (DNA chip) i ceppi complementari posso-
no legarsi ai rispettivi siti presenti sui chip. Se viene utilizzata una molecola reporter, l’iden-
tità della specie sconosciuta può essere confermata. Un microarray di DNA è, fondamental-
mente, un sistema dot-blot avente la capacità di processare e ottenere un gran numero di dati.
La tecnica DNA microarray per microrganismi prevede la costruzione di oligonucleotidi
(primer), di sonde, l’ibridazione e l’analisi dei risultati. La procedura generale è stata pre-
sentata ed esaminata da Ye e colleghi230.

Generalmente da diverse centinaia a diverse migliaia di campioni o sonde possono esse-
re applicati a un supporto solido. In uno studio sui patotipi di Xanthomonas, 47 sonde micro-
array sono state impiegate per caratterizzare 14 ceppi strettamente correlati, mostrando evi-
denti differenze tra i ceppi presi in esame111. Per determinare la concentrazione e i generi dei
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Tabella 11.2 Alcune applicazioni della ribotipizzazione su microrganismi di origine alimentare

Microrganismo Applicazioni Rif. bibl.

Clostridium botulinum Con il sistema riboprinter Qualicon è stato utilizzato 191
EcoRI e sono stati testati 31 ceppi dei quattro 
gruppi principali. Sono stati trovati 15 ribogruppi

Ceppi di Escherichia coli Utilizzando HindIII, non è stato possibile differenziare 182
i ceppi provenienti da specie animali diverse,
tuttavia l’enzima può essere impiegato per 
distinguere i ceppi di origine animale da quelli 
di origine umana

Escherichia coli Sono stati impiegati 40 ceppi isolati dall’uomo 27
dell’uomo e degli animali e 247 di origine animale (sette animali diversi);

la sonda era un frammento di BamHI, derivante 
dal plasmide PKK contenente i geni del 16S e 23S
rRNA di E. coli. La ribotipizzazione è risultata valida
per determinare il veicolo di contaminazione fecale

Bacillus sporothermodurans Utilizzando enzimi PvuII e EcoRI, ribotipizzazione 72
automatizzata e fingerprinting REP-PCR, sono stati
caratterizzati 38 ceppi derivanti da diverse fonti.
Sono stati individuati due raggruppamenti principali.



batteri presenti nella microflora di insalate di verdure pronte al consumo, è stato condotto
uno studio sul prodotto appena preparato e dopo conservazione fino a 12 giorni a 4 e 10 °C.
Durante la conservazione in atmosfera modificata, sono state utilizzate sonde specifiche
ottenute dalle sequenze 16S per identificare i generi batterici presenti nelle insalate, senza
ricorrere al loro isolamento175. I ricercatori hanno concluso che i metodi basati sugli array di
DNA hanno fornito un quadro accurato di questa eterogenea popolazione batterica, che
risultava dominata da Pseudomonadaceae dopo conservazione a 4 °C e da batteri enterici
dopo conservazione a 10 °C. Un microarray di DNA a fibre ottiche, sviluppato per indivi-
duare alcuni patogeni di origine alimentare, consente di rilevare concentrazioni di sole 100
ufc in meno di 1 ora.

I microarray offrono notevoli potenzialità per l’identificazione delle specie e dei ceppi
microbici negli alimenti e per la caratterizzazione dei biotipi. Sono oggi disponibili diversi
sistemi basati su microarray, che oltre al DNA utilizzano RNA e proteine; array di proteine
sono impiegati per la ricerca in proteomica.

11.5  Metodi fisici

11.5.1  Biosensori

In generale un biosensore è un apparato, un metodo o una procedura, che può essere utiliz-
zato per determinare la presenza o l’attività di un microrganismo, vivo o morto. Una defini-
zione più sintetica è un sistema contenente un elemento biologico sensibile collegato a un
trasduttore. In questa definizione il trasduttore è l’unità che converte la variazione in un
segnale misurabile. Non sono inclusi i metodi biochimici o immunologici utilizzati princi-
palmente per misurare le reazioni enzima-substrato o antigene-anticorpo, anche se tali rea-
zioni possono essere componenti di un biosensore. Alcuni biosensori si basano su principi
fisici (per esempio, le fibre ottiche), mentre altri su principi biologici (per esempio, la lumi-
nescenza del gene lux). I metodi che si sono dimostrati validi per la microbiologia degli ali-
menti sono elencati e brevemente descritti di seguito.

11.5.2  Cristalli piezoelettrici (biosensori acustici)

La piezoelettricità è elettricità o polarità elettrica dovuta alla pressione in una sostanza cri-
stallina come il quarzo. Un quarzo vibrante è un indicatore di peso estremamente sensibile.
Se un cristallo è rivestito con un anticorpo, può essere utilizzato un sistema di analisi a inie-
zione di flusso (FIA) per segnalare l’aggiunta dell’antigene omologo. Il principio di funzio-
namento di un biosensore piezoelettrico è descritto in figura 11.4: quando al quarzo rivesti-
to con un anticorpo si aggiunge l’analita target, cioè l’antigene omologo, questo si lega
all’anticorpo determinando un aumento della massa, con conseguente diminuzione della fre-
quenza di vibrazione.

In uno studio sono state utilizzate superfici di cristallo di quarzo rivestite di oro per svi-
luppare un sistema FIA per rilevare la presenza di S. Typhimurium229. Per immobilizzare
l’anticorpo, i cristalli sono stati prima rivestiti con DSP (ditiobis-succinimidil-propionato),
quindi con l’anticorpo per S. Typhimurium e infine con cellule di S. Typhimurium. Come si
può osservare nella figura 11.5, la risposta in termini di ΔF è stata 90 Hz per il solo DSP, 123
Hz per DSP + anticorpo e 228 Hz per DSP + anticorpo + antigene. I cambiamenti in hertz
rappresentano l’effetto del materiale adeso sulla superficie del quarzo. Il metodo è risultato
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Figura 11.4 Principio di funzionamento di un biosensore piezoelettrico. (Da Babacan et al.8)
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lineare per concentrazioni di S. Typhimurium variabili da 10 5 a 109 ufc/mL, con cambiamen-
ti di ΔF da 90 a 170 Hz.

Il livello minimo rilevabile è stato di 104 ufc/mL e il biosensore ha presentato un tempo
di risposta di circa 25 minuti 229. In un altro sistema FIA piezoelettrico, come sito di legame
per l’anticorpo è stata utilizzata una proteina A invece del DSP 8. Quest’ultimo sistema è stato
in grado di individuare la presenza di S. Typhimurium in 30-40 minuti, con una sensibilità di
2,1 × 106 ufc/mL.

11.5.3  Fibre ottiche

Una fibra ottica è un “cavo di luce” (guida d’onda ottica), costituito di vetro o di materiale
polimerico, nel quale le onde luminose si propagano per riflessione interna totale. Un bio-
sensore a fibra ottica utilizza una trasduzione elettronica o ottica per monitorare una reazio-
ne biologica e la trasmette sotto forma di segnale ottico.

Un tipico sistema a fibra ottica consiste in una sottile sonda di fibra ottica rivestita con un
anticorpo d’interesse. La luce emessa da un diodo laser viaggia attraverso un sistema com-
pletamente composto da fibra fino all’estremità della fibra stessa e, quindi, penetra come
un’onda evanescente nell’area al di fuori delle estremità. Quando un antigene omologo mar-
cato con sostanze fluorescenti si lega all’anticorpo sull’estremità della fibra, esso reagisce
con l’onda evanescente e il segnale fluorescente si irradia in tutte le direzioni, con una parte
delle radiazioni che viaggiano indietro verso l’estremità della fibra, fino al sistema di rivela-
zione167. I coloranti fluorescenti (come Cy5) sembrano essere le fonti luminose più idonee.

Con un sistema di risonanza plasmonica superficiale (SPR, surface plasmon resonance)
basato su fibra ottica, gli anticorpi si legano alla superficie di un sottile film di metallo pre-
zioso che riveste la superficie riflettente di una fibra di vetro otticamente trasparente167.
Quando luce visibile o nel vicino infrarosso viene trasmessa attraverso la fibra, si verifica
una riflessione. La luce riflessa interagisce con un plasma di elettroni sulla superficie metal-
lica e un effetto di risonanza provoca un forte assorbimento che è una conseguenza della con-
centrazione di complesso antigene-anticorpo sulla superficie riflettente. Quanto maggiore è
la reazione antigene-anticorpo, tanto maggiori sono le lunghezze d’onda.

Un biosensore portatile a fibre ottiche a onda evanescente (Analyte 2000, sviluppato pres-
so i Naval Research Laboratories statunitensi) è stato testato in relazione alla capacità di rile-
vare E. coli O157:H7 in carne di manzo tritata42. Utilizzando due guide d’onda, il sistema è
stato in grado di rilevare 9 ×103 e 5,2 ×102 ufc/g. Non vi sono stati falsi positivi e i risultati
sono stati ottenuti entro 25 minuti dalla preparazione del campione. Tale sistema d’analisi ha
impiegato un saggio immunologico sandwich standard e Cy5 per illuminare gli antigeni cat-
turati. L’Analyte 2000 è stato utilizzato per individuare L. monocytogenes: con un inoculo
<10 ufc/mL, seguito da un arricchimento di 20 ore, i risultati del biosensore sono stati otte-
nuti in 20-45 minuti209. 

Tra i biosensori disponibili in commercio, vi sono: BIAcore, sistema SPR prodotto in Sve-
zia; Raptor, sviluppato e prodotto nello stato di Washington; un sistema immunomagnetico
sviluppato presso l’Università del Rhode Island e prodotto in Massachusetts da Pierson Scien-
tific167. Il BIAcore 3000 (un sistema SPR impiegato principalmente a scopo di ricerca) è stato
utilizzato per rilevare l’enterotossina B stafilococcica (SEB) in latte e carne: i risultati sono
stati ottenuti in 5 minuti utilizzando un anticorpo o in 8 minuti utilizzandone due168. Il siste-
ma è stato in grado di rilevare circa 10 ng/mL di SEB. Un altro strumento BIAcore è dispo-
nibile per le analisi degli alimenti. Kramer e Lim117 hanno sviluppato un saggio in grado di
rilevare in 20 minuti un livello minimo di 5 ×105 ufc/mL di S. Typhimurium in acque prove-
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nienti dall’irrigazione di germogli di alfalfa. Il metodo utilizza un sistema Raptor portatile
automatizzato basato su un sensore a fibra ottica e impiega un diodo laser a 635 nm per l’ec-
citazione luminosa. Per catturare il patogeno, è stato usato un anticorpo monoclonale di S.
Typhimurium marcato con Cy5. Con questo metodo è stato possibile caratterizzare le colo-
nie di S. Typhimurium senza interferenze da parte della microflora indigena.

11.5.4  Impedenza

Sebbene la misurazione della crescita microbica tramite impedenza elettrica sia stata propo-
sta da G.N. Stewart nel 1899, il metodo è stato impiegato a tale scopo solo negli anni Set-
tanta. In un circuito elettrico l’impedenza è la resistenza apparente al flusso di corrente alter-
nata, corrispondente alla resistenza effettiva al flusso di corrente continua. Quando crescono
in un mezzo colturale i microrganismi metabolizzano substrati a bassa conducibilità trasfor-
mandoli in prodotti a conducibilità più elevata, abbassando così l’impedenza del mezzo.
Misurando l’impedenza di colture in terreni liquidi, si ottengono curve riproducibili per spe-
cie e ceppi; colture miste possono essere identificate con l’utilizzo di specifici inibitori di
crescita. La tecnica si è mostrata capace di rilevare anche 10-100 cellule (tabella 11.1). Popo-
lazioni cellulari di 105-106/mL possono essere determinate in 3-5 ore, popolazioni di 104-
105/mL in 5-7 ore 226. I tempi indicati sono necessari affinché il microrganismo in questione
raggiunga una soglia di 106-107 cellule per millilitro. Di seguito sono sintetizzate alcune
applicazioni dell’impedenza in campo alimentare.

1. In uno studio che ha esaminato 200 campioni di purea di verdure, per rilevare livelli inac-
cettabili di carica batterica, è stata trovata una corrispondenza del 90-95% tra i risultati
ricavati dalla misurazione dell’impedenza e quelli ottenuti con la conta in piastra, 76. Le
analisi di impedenza richiedono 5 ore e il metodo è applicabile a torte alla crema, carne
macinata e altri alimenti.

2. La qualità microbiologica del latte pastorizzato è stata determinata utilizzando un tempo
di rilevazione dell’impedenza (IDT, impedance detection time) di 7 ore o meno, equiva-
lente a una conta aerobia in piastra (APC) di 104/mL o più di batteri25. Su 380 campioni
valutati, 323 (pari all’85%) sono stati correttamente stimati mediante impedenza. Utiliz-
zando lo stesso criterio, sono state necessarie 10 ore per la valutazione di 27 campioni di
latte crudo. In uno studio su latte crudo, svolto in collaborazione da sei laboratori, i valo-
ri di impedenza ottenuti dai diversi laboratori sono risultati meno variabili della conta
standard su piastra (SPC) 59. In un altro studio su latte crudo, l’impedenza è stata ritenuta
valida quando si è utilizzato un tempo soglia (di cutoff) di 7 ore (105 ufc/mL) per vaglia-
re i campioni68. Un diagramma di dispersione che correla IDT e APC per 132 campioni di
latte crudo è presentato in figura 11.6.

3. Nell’industria della birra il tempo necessario per determinare i microrganismi alteranti nel
prodotto è stato ridotto da 3 settimane o più a soli 2-4 giorni con l’uso dell’impedenza52.
La crescita di lieviti nel mosto ne aumenta l’impedenza, mentre quella dei batteri la fa
diminuire.

4. Gli IDT per 48 campioni di carne di manzo cruda sono stati riportati in grafico contro il
logaritmo del numero di cellule batteriche, evidenziando un coefficiente di regressione di
0,97 59; l’IDT per le carni è risultato di circa 9 ore. In un altro studio è stato stimato
mediante impedenza il livello relativo di contaminazione delle superfici delle carne22; per
concentrazioni pari o superiori a 107 cellule/cm2 è stato possibile effettuare la rivelazione
entro 2 ore22.
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5. È stato utilizzato un metodo basato sull’impedenza per valutare l’accettabilità (<104

ufc/mL) del succo d’arancia concentrato congelato 220. Utilizzando tempi di cutoff di 10,2
ore per i batteri e di 15,8 ore per i lieviti, è stato possibile classificare correttamente il
96% di 468 campioni prelevati in esercizi di vendita al dettaglio.

6. Uno studio ha valutato i coliformi in 70 campioni di carne bovina macinata impiegando uno
specifico terreno selettivo e la tecnica dell’impedenza133; il 79% dei valori ottenuti median-
te impedenza sono rientrati entro i limiti di confidenza del 95% della procedura MPN a tre
tubi utilizzata per i coliformi; è stato possibile determinare da meno di 100 a 21.000 cellu-
le per grammo entro 24 ore. In un altro studio è stato sviluppato un nuovo mezzo selettivo,
che ha fornito valori di impedenza coerenti con il conteggio delle ufc60. Inoculando 10 coli-
formi nel nuovo terreno, l’IDT medio è stato di 3,8 ore e per 96 campioni di carne il coef-
ficiente di correlazione tra l’impedenza e le conte di coliformi corrette su violet red bile agar
(VRBA) è stato di 0,90. Per i campioni di carne con 103 coliformi è stato necessario un IDT
di 6,5 ore; è stato suggerito che un tempo di rilevazione dell’impedenza di 5,5 ore o meno
indicasse cariche >10 3 coliformi/g nella carne, mentre l’incapacità di determinare il mede-
simo segnale in 7,6 ore fosse indicativa di concentrazioni di coliformi < 103/g 60. In un altro
studio su coliformi, condotto su latte crudo e pastorizzato e su due prodotti derivati, un IDT
<9 ore è stato indicativo della presenza di un numero di coliformi >10 cellule/mL, mentre
un IDT >12 ore è risultato indicativo di valori <10 cellule/mL61. 

7. La misurazione dell’impedenza è stata utilizzata per rivelare la crescita (test negativo) o
l’assenza di crescita (test positivo) di ceppi di E. coli O157:H7 in un mezzo contenente
sorbitolo, addizionato di uno specifico batteriofago (AR1). Le letture sono state eseguite
a intervalli di 6 minuti fino a 20 ore. Dopo 30 minuti l’assenza di cambiamenti di condut-
tanza nelle provette contenenti il fago AR1 è stata registrata come risultato positivo30.
Solo 1 ceppo dei 155 di E. coli O157:H7 è cresciuto in presenza del fago.
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11.5.5  Microcalorimetria

Si tratta dello studio di piccole variazioni di calore: la misura della variazione di entalpia
coinvolta nella demolizione dei substrati di crescita. La produzione di calore che si misura è
strettamente correlata con le attività cataboliche della cellula63. 

Esistono due tipi di calorimetri: in batch e in flusso. La maggior parte dei primi studi è
stata condotta con strumenti di tipo in batch. Uno dei microcalorimetri più comunemente uti-
lizzati in campo microbiologico è il tipo Calvet, sensibile a flussi termici di 0,01 cal/ora in
campioni di 10 mL63. Per quanto riguarda il suo utilizzo come metodo rapido, grande atten-
zione è stata dedicata all’identificazione e caratterizzazione dei microrganismi di origine ali-
mentare. I risultati microcalorimetrici variano in funzione della storia del microrganismo,
della quantità di inoculo, dei substrati fermentescibili eccetera. Un gruppo di ricercatori ha
osservato con i lieviti variazioni tali da mettere in discussione la possibilità di identificarli
con questo metodo14; tuttavia in uno studio successivo, in cui è stato utilizzato un mezzo sin-
tetico, Perry e colleghi159 hanno caratterizzato con successo ceppi commerciali di lievito
mediante l’impiego di microcalorimetria a flusso. Utilizzando un mezzo a composizione chi-
mica definita contenente sette zuccheri, sono stati prodotti termogrammi specifici da nove
batteri lattici (appartenenti ai generi Enterococcus, Leuconostoc e Lactobacillus), sufficiente-
mente discriminanti da consigliare questo metodo per la loro identificazione66. Tutte le coltu-
re sono state fatte sviluppare a 37 °C, tranne “S. cremoris” per la quale è stata impiegata una
temperatura di incubazione di 30 °C, con risultati entro 24 ore.

Questo metodo è stato utilizzato per studiare l’alterazione di alimenti in scatola, per dif-
ferenziare tra loro le Enterobacteriaceae, per individuare la presenza di S. aureus e per valu-
tare la carica batterica nella carne macinata. Nella determinazione di S. aureus i risultati sono
stati conseguiti in 2 ore, utilizzando un numero iniziale di cellule di 107-108 per millilitro,
mentre sono state necessarie 12-13 ore con concentrazioni di 2 cellule per millilitro119. La
microcalorimetria a flusso è stata utilizzata per monitorare la vitalità di cellule congelate di
S. cerevisiae nelle 3 ore successive allo scongelamento13. In carne macinata, con concentra-
zioni di 105-108 ufc/g, è stato possibile registrare entro 24 ore il picco della velocità di pro-
duzione di calore (HPR, heat production rate) esotermico, con risultati ben correlati con
quelli della conta su piastra70. Con 102 ufc/mL è stato prodotto un HPR misurabile dopo 6
ore, con un picco dopo 10 ore.

11.5.6  Citometria a flusso

La citometria a flusso è la disciplina che riguarda la misura delle componenti (le cellule) e
delle proprietà delle singole cellule in sospensioni liquide. In pratica le cellule sospese, una
per una, vengono condotte a un rivelatore per mezzo di un canale di flusso. Strumenti che
lavorano in condizioni di flusso laminare definiscono le traiettorie e le velocità con cui le
cellule attraversano il rivelatore; tra le proprietà della cellula che possono essere determina-
te vi sono la fluorescenza, l’assorbanza e la diffusione della luce. Con la citometria a flusso
è possibile selezionare le singole cellule sulla base della misura delle loro proprietà e misu-
rare da 1 a 3 (o più) proprietà cellulari141. Citometri a flusso e selettori di cellule utilizzano
una o più fonti di eccitazione, come laser all’argon, al kripton o all’elio-neon, e uno o due
coloranti fluorescenti per misurare e caratterizzare diverse migliaia di cellule al secondo.
Quando si utilizza un colorante il suo spettro di eccitazione deve essere adeguato alle lun-
ghezze d’onda della fonte di eccitazione40. Due coloranti possono essere utilizzati in combi-
nazione per misurare, per esempio, il contenuto di proteine totali e di DNA. In questi casi,
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entrambi i coloranti devono essere in grado di eccitare alla stessa lunghezza d’onda ed emet-
tere a lunghezze d’onda differenti, in modo che la luce emessa da ciascuno di essi possa esse-
re misurata separatamente. La storia della citometria a flusso dalle origini è stata studiata in
dettaglio da Horan e Wheeless 83. 

Sebbene la maggior parte degli studi sia stata condotta su cellule di mammiferi, il DNA e
le proteine sono state misurate in cellule di lievito. Generalmente le cellule di lievito vengo-
no coltivate, fissate e incubate in una soluzione di RNasi per 1 ora. Le proteine cellulari pos-
sono essere marcate con fluoresceina isotiocianato e il DNA con propidio ioduro. Dopo i
necessari lavaggi, le cellule marcate vengono sospese in un idoneo tampone e sono quindi
pronte per essere sottoposte a citometria a flusso. Lo strumento utilizzato da Hutter e colle-
ghi84 era equipaggiato con un laser ad argon a 50 mW. Le cellule di lievito sono state eccita-
te a diverse lunghezze d’onda, con l’ausilio di speciali filtri ottici. Con questo metodo è stato
determinato che il lievito da panificazione contiene 4,6 × 10–14 g di DNA per cellula e che il
contenuto di proteine per cellula è di 1,1 × 10–11 g.

La citometria a flusso, combinata con anticorpi monoclonali marcati con composti fluo-
rescenti, è stata in grado di determinare la presenza di S. Typhimurium in uova e latte in
meno di 40 minuti, con una sensibilità di 10 3 cellule/mL136. Utilizzando un arricchimento
non selettivo di 6 ore, il limite di rilevazione è stato di dieci cellule per millilitro per il latte
e di una cellula per millilitro per le uova.

Per determinare e quantificare i batteri nel latte, è stato sviluppato un metodo di citome-
tria a flusso che prevende l’eliminazione enzimatica dal latte di particelle lipidiche e protei-
ne. Aggiungendo batteri al latte UHT e determinando il numero di cellule mediante APC e
citometria a flusso, il numero di cellule recuperate con i due metodi è stato altamente com-
parabile, ma con la citometria a flusso i risultati sono stati ottenuti in circa 1 ora73. Un meto-
do di citometria a flusso per valutare la reazione di Gram in latte crudo è stato sviluppato uti-
lizzando due coloranti fuorescenti: uno colora solo le cellule Gram-positive, mentre l’altro
colora anche le Gram-negative. Con sette Gram-positivi e cinque Gram-negativi, il metodo
è stato in grado di riconoscere correttamente le reazioni di Gram nel 99% dei casi 81.

11.5.7  Strumento BioSys

Lo strumento BioSys-32 determina, in maniera automatica e computerizzata, i cambiamenti
di colore di tubi di reazione mentre i microrganismi crescono in mezzi colturali specifici,
contenenti un substrato che cambia colore in proporzione all’aumento del numero di cellule.
Lo strumento è stato utilizzato per determinare simultaneamente Salmonella e Listeria spp.
in 70 alimenti contaminati naturalmente, attraverso la diminuzione della trasmissione di luce
in seguito a produzione di H2S da parte di Salmonella spp158. Con questo metodo è stato pos-
sibile individuare 10-50 salmonelle o listerie/25 g in 24 ore, con l’aggiunta di 6 ore per la
conferma dei risultati mediante PCR. Lo strumento BioSys è stato usato con successo per
misurare la decarbossilazione degli amminoacidi da parte di batteri enterici188, Listeria spp.
in tamponi e spugne ambientali 62, gli effetti di citrato e lattato sulla microflora della carne
cruda189 e l’attività antilisterica di lattato e diacetato in carni pronte al consumo137.
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Dopo aver determinato la presenza di microrganismi patogeni o loro tossine negli alimenti,
occorre stabilire se tali microrganismi o tossine sono biologicamente attivi. A tale scopo, se
possibile, sono utilizzati animali da laboratorio. Per i casi in cui non possono essere impie-
gati animali o sistemi animali, sono stati sviluppati diversi sistemi di colture tissutali che for-
niscono informazioni sull’attività biologica dei patogeni o dei loro prodotti tossici. Questi
saggi biologici e i test correlati sono i metodi elettivi per alcuni patogeni; alcuni dei più
importanti sono presentati nella tabella 12.1.

12.1  Test su animali

12.1.1  Letalità del topo

Questo metodo è stato impiegato per la prima volta per i patogeni di origine alimentare intor-
no al 1920 ed è tuttora un importante strumento di analisi biologica. Per valutare la presen-
za di tossina botulinica negli alimenti, parti di estratti adeguatamente preparati vengono trat-
tate con tripsina (per le tossine dei ceppi non proteolitici di Clostridium botulinum). Quindi
0,5 mL di estratto trattato con tripsina e un pari volume di estratto non trattato vengono iniet-
tati nel peritoneo (IP, injected intraperitoneally) di una coppia di topi. Preparazioni non trat-
tate con l’enzima, riscaldate per 10 minuti a 100 °C, vengono iniettate in un’altra coppia di
topi. Tutti i topi iniettati vengono osservati per 72 ore per la comparsa dei sintomi di botuli-
smo o per la morte. I topi iniettati con le preparazioni trattate termicamente non dovrebbero
morire, poiché la tossina botulinica è termolabile. Questo test può essere reso specifico pro-
teggendo i topi con antitossina botulinica nota; analogamente può essere determinato il tipo
sierologico specifico di tossina botulinica (vedi il capitolo 24 per i tipi di tossina).

Il metodo basato sulla letalità del topo può essere impiegato anche per altre tossine; Stark
e Duncan45 lo hanno utilizzato per determinare la presenza dell’enterotossina di Clostridium
perfringens. I topi venivano iniettati IP con preparazioni di enterotossina e osservati fino a
72 ore per il decesso; la dose letale era espressa come reciproco della diluizione più elevata
in grado di determinare la morte dei topi entro 72 ore. Genigeorgis e colleghi18 hanno impie-
gato questo metodo ricorrendo però a iniezioni intravenose (IV). In questo caso, le prepara-
zioni di enterotossina di C. perfringens sono state diluite in tampone fosfato a pH 6,7 per
ottenere concentrazioni comprese tra 5 e 12 μg/mL; quindi 0,25 mL di ciascuna diluizione
sono stati iniettati in sei topi maschi del peso di 12-20 g, registrando poi il numero di morti
e calcolando il valore di LD50 (cioè la dose di tossina in grado di provocare la morte del 50%
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Tabella 12.1 Alcuni test utilizzati per valutare l’attività biologica di diversi patogeni di origine
alimentare e/o di loro prodotti (dati ricavati dalla letteratura)

Organismo Tossina/Prodotto Saggio biologico Sensibilità

A. hydrophila Enterotossina citotossica Intestino di topo neonato ~30 ng
B. cereus Tossina diarrogena Somministrazione a scimmie

Tossina diarrogena Legatura di ileo di coniglio
Tossina diarrogena Pelle di coniglio
Tossina diarrogena Pelle di porcellino d’India
Tossina diarrogena Letalità del topo
Tossina emetica Emesi in Macaca mulatta
Tossina emetica Suncus murinus ED50 12,9 μg/kg

C. jejuni Cellule vitali Topi adulti 104 cellule
Cellule vitali Polli 90 cellule
Cellule vitali Topi neonati
Surnatanti colturali Legatura di digiuno

di ratto adulto
Enterotossine Legatura di ileo di ratto

C. botulinum Tossine A, B, E, F, G Letalità del topo
C. perfringens A Enterotossina Letalità del topo, LD50 1,8 μg

Enterotossina Legatura di ileo di topo, 1,0 μg
test di 90 minuti

Enterotossina Legatura di ileo di coniglio, 6,25 μg
test di 90 minuti 

Enterotossina Pelle di porcellino d’India 0,06-0,125 mg/mL
(eritema)

Endospore Ratti di 7-12 giorni 1.500 spore
Endospore Topi di 9 giorni 700 spore
Endospore Topi adulti germ-free 10 spore

E. coli LT Legatura di ileo di coniglio,
test di 18 ore

ST Topo neonato
(accumulo di liquido)

ST Legatura di ileo di coniglio,
test di 6 ore

STa Topo neonato
STa Suinetti di 1 o 3 giorni
STb Legatura di digiuno di maiale
STb Suinetti svezzati,

di 7-9 settimane
E. coli O157:H7 ETEC Colonizzazione del topo
Salmonella spp. Citotossina termolabile Legatura di ileo di coniglio

(inibizione sintesi proteica)
S. enterica Gastroenteriti Coniglio bianco New Zeland >105 cellule
Staphylococcus SEB Pelle di porcellino d’india 0,1-1,0 pg
aureus Tutte le enterotossine Vomito in scimmia rhesus 5 μg/2-3 kg

di peso corporeo
SEA, SEB Vomito in gattino neonato 0,1-0,5 μg/kg

di peso corporeo
V. parahaemolyticus Brodi di coltura Legatura di ileo di coniglio 102 cellule

(risposta nel 50% dei trattati)

segue
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dei topi iniettati). Il topo è l’animale più utilizzato per valutare la virulenza di Listeria spp.
Nei topi normali adulti LD50 per L. monocytogenes è pari a 105-106 cellule; nei topi giovani
di 15 g possono essere letali anche sole 50 cellule (vedi capitolo 25). 

Suncus murinus
Questo piccolo animale, simile a un topo, è stato utilizzato in Giappone come modello speri-
mentale per studiare l’azione emetica di una grande varietà di farmaci48; inoltre si è dimostra-
to sensibile alla cereulide, la tossina emetica di Bacillus cereus1. Il peso degli adulti di Sun-
cus murinus non supera i 100 grammi; per scopi sperimentali sono impiegati individui di 50-
80 grammi. Nel loro studio sugli effetti della tossina emetica di B. cereus su Suncus, Agata e
colleghi1 hanno ricavato un valore di ED50 (quantità di tossina necessaria per causare emesi
nella metà degli animali esposti) di 12,9 μg/kg per somministrazione orale e di 9,8 μg/kg per
iniezione intraperitoneale. Non è chiaro se Suncus possa rappresentare un modello animale
adatto per le enterotossine stafilococciche o di altre specie.

Furetti
La femmina adulta del furetto (peso corporeo medio 735 g) è risultata sensibile all’enterotos-
sina stafilococcica B (SEB); la tossina è stata introdotta mediante sondino dosatore orale
nello stomaco di animali tenuti a digiuno per 24 ore ma liberi di bere acqua. Sono state som-
ministrate dosi di 1, 2 o 5 mg di SEB aggiunte a soluzioni saline sterili: gli animali trattati
sono stati osservati per 3 ore, rilevando ogni 5 minuti temperatura corporea, pressione, inci-
denza di conati, vomito e defecazione 52. Rispetto ai controlli, cui era stata somministrata
solo soluzione salina, gli animali trattati con 5 mg di SEB hanno mostrato dopo 75 minuti un
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segue Tabella 12.1

Organismo Tossina/Prodotto Saggio biologico Sensibilità

V. parahaemolyticus Cellule vitali Legatura di ileo di coniglio 
adulto (invasività)

Tossina diretta termostabile Letalità del topo, 5 μg/topo
morte in 1 minuto

Tossina diretta termostabile Letalità del topo, LD50 IP 1,5 μg
Tossina diretta termostabile Legatura di ileo di coniglio 250 μg
Tossina diretta termostabile Skin test in porcellino d’india 2,5 μg

V. vulnificus Filtrati colturali Skin test in coniglio
V. cholerae (non-O1) Enterotossina Topo neonato
Y. enterocolitica Tossina termostabile Sereny test

Tossina termostabile Topi neonati (orale) 110 ng
Enterotossina Legatura di ileo di coniglio,

test da 6 a 18 ore
Cellule vitali Diarrea in coniglio Dose infettiva

50% = 2,9 ×108

Cellule vitali Letalità del gattino lattante, 14 cellule
per iniezione IP

Cellule vitali Mortalità di gerbillo, 100 cellule
per iniezione IP

LT= Tossina termolabile; ST= Tossina termostabile; SEA = enterotossina stafilococcica A; ED50 = vedi testo;
ETEC= E. coli enterotossigeno.



significativo aumento della temperatura sottocutanea. Tutti gli animali trattati con 5 mg di
SEB hanno avuto conati di vomito (dopo circa 105 minuti, per 18 volte) e vomitato (dopo
circa 106 minuti, per 2 volte). Il furetto si era dimostrato precedentemente sensibile alla SEB
iniettata per via intravenosa.

12.1.2  Suckling mouse (topo neonato)

Questo modello animale è stato introdotto inizialmente da Dean e colleghi12 per le enterotos-
sine di Escherichia coli ed è ora utilizzato per alcuni altri patogeni di origine alimentare.
Dopo essere stati separati dalle madri, ai topi neonati vengono somministrati per via orale
0,05-0,1 mL del materiale da testare, con l’aiuto di un ago ipodermico smussato di calibro
23. Per determinare la presenza nell’intestino tenue del materiale in esame, questo può esse-
re colorato con una goccia di blu Evans al 5% per millilitro. Gli animali vengono solitamen-
te mantenuti a 25 °C per 2 ore e poi uccisi. Dopo rimozione completa dell’intestino tenue, si
determina l’attività biologica relativa del materiale testato, calcolando il rapporto peso del-
l’intestino/peso corporeo (GW/BW). Per le enterotossine di E. coli Giannella19 aveva trova-
to i seguenti rapporti GW/BW: < 0,074 = test negativo; 0,075-0,082 = intermedio (dovrebbe
essere ripetuto); > 0,083 = test positivo. L’autore ha osservato una variabilità di giorno in
giorno compresa tra 10,5 e 15,7% tra i diversi ceppi di E. coli e del 9% circa tra le repliche
effettuate sullo stesso ceppo. Per E. coli STa, Mullan e colleghi32 hanno considerato negati-
vo un valore di GW/BW pari a 0,060; per lo stesso microrganismo, Wood e colleghi51 hanno
considerato positivi valori di GW/BW > 0,083. Boyce e colleghi6, mantenendo a temperatu-
ra ambiente per 4 ore i topi trattati con enterotossine termostabili di Yersinia enterocolitica,
hanno giudicato positivi valori di GW/BW uguali o superiori a 0,083. Negli studi su Y. ente-
rocolitica, Okamoto e colleghi36 hanno tenuto i topi per 3 ore a 25 °C e hanno considerato
positivo un valore di 0,083.

Utilizzando come modello il topo neonato, il materiale da testare può anche essere iniet-
tato direttamente nello stomaco dell’animale per via percutanea, attraverso la pelle trasluci-
da, o somministrato per via orogastrica o intraperitoneale. Per lo screening di un elevato
numero di colture, gli intestini possono essere ispezionati visivamente per valutarne la dila-
tazione e l’accumulo di liquidi 38. Topi neonati e suinetti di 1-3 giorni sono gli animali di scel-
ta per valutare la presenza di enterotossina STa di E. coli; STb è inattiva nei topi neonati ma
attiva nei suinetti e nei suinetti svezzati 7,27. Il saggio del topo neonato non risponde all’ente-
rotossina colerica o alla tossina termolabile (LT) di E. coli; per la tossina STa di E. coli, è
ben correlato con il test di 6 ore della legatura di ileo di coniglio.

I topi neonati sono stati impiegati in studi di letalità impiegando iniezioni intraperitoneali.
Ausilio e colleghi3 hanno utilizzato topi Swiss di 1-3 giorni, iniettandoli con 0,1 mL di coltu-
ra diluita. I topi sono stati osservati per 7 giorni: i decessi verificatisi entro 24 ore sono stati
considerati non specifici, mentre quelli occorsi tra i giorni 2 e 7 sono stati considerati speci-
fici per Y. enterocolitica. Con questo metodo può essere calcolato un valore LD50 relativo al
numero di cellule per inoculo; nel caso di Y. enterocolitica, Ausilio e colleghi hanno calcola-
to un LD50 pari a 14 cellule e registrato un tempo medio per la morte dei topi di 3 giorni.

12.1.3  Induzione di diarrea in coniglio e topo

Conigli e topi sono stati impiegati per testare l’azione diarrogena di alcuni patogeni di origi-
ne alimentare. Pai e colleghi37 hanno utilizzato giovani conigli di 500-800 grammi, ai quali
hanno somministrato per via orogastrica circa 1010 cellule di Y. enterocolitica sospese in
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soluzione di bicarbonato di sodio al 10%; la diarrea si è manifestata nell’87% dei 47 conigli
esaminati, dopo un tempo medio di 5,4 giorni. Si è osservata colonizzazione batterica in tutti
gli animali, indipendentemente dalla dose di cellule somministrata.

Per testare l’azione diarrogena di Y. enteorcolitica, Schiemann41 ha utilizzato topi privati
di acqua per 24 ore, mettendo a loro disposizione acqua peptonata contenente 109

cellule/mL; dopo 24 ore l’acqua inoculata è stata sostituita con acqua potabile fresca. Dopo
2 giorni le feci dei topi sono state esaminate per cercare segni di diarrea. Per le enterotossi-
ne di E. coli e di Vibrio cholerae Smith 42 ha impiegato conigli di 6-9 giorni, somministran-
dogli mediante sondino gastrico 1-5 mL di filtrato colturale. Gli animali sono stati lasciati
tornare dalla propria madre e sottoposti a osservazione per la comparsa di diarrea; la rispo-
sta è stata considerata positiva se il sintomo si manifestava dopo 6-8 ore. Negli animali dece-
duti è stata riscontrata la presenza di grandi quantità di liquido giallo sia nel piccolo sia nel
grande intestino. L’enterotossina è stata quantificata indirettamente calcolando il rapporto tra
peso dell’intestino e peso corporeo. Con un metodo simile sono stati impiegati giovani maia-
li per testare l’attività dell’enterotossina di ceppi suini di E. coli. Conigli neonati sono stati
utilizzati anche per rilevare le tossine Shiga-like di E. coli 34.

12.1.4  Monkey feeding (somministrazione alla scimmia)

L’impiego di scimmie rhesus (Macaca mulatta) per testare le enterotossine stafilococciche
fu sviluppato nel 1931 da Jordan e McBroom 26. Dopo l’uomo, questo è forse l’animale più
sensibile alle enterotossine degli stafilococchi. Per determinare le enterotossine con questo
metodo, si selezionano giovani macachi di 2-3 kg, ai quali vengono somministrati, median-
te sondino gastrico, 50 mL di una soluzione contenente l’alimento omogenato. Gli animali
sono poi osservati ininterrottamente per 5 ore. La comparsa di vomito in almeno due anima-
li su sei denota una risposta positiva. La scimmia rhesus si è dimostrata sensibile a livelli di
enterotossine A e B di soli 5 μg per 2-3 kg circa di peso corporeo 31.

12.1.5  Kitten test (test del gattino)

Questo metodo è stato sviluppato da Dolman e colleghi15 per le enterotossine di origine sta-
filococcica. Il test originale prevedeva l’iniezione di filtrati all’interno della cavità addomi-
nale di gattini molto giovani (250-500 grammi di peso), ma tale procedura dava luogo a risul-
tati falsi positivi. Il metodo più comunemente utilizzato consiste nella somministrazione
intravenosa dei filtrati e nell’osservazione continua degli animali per la comparsa di vomito.
Quando si utilizzano gatti adulti di 2-4 kg, si hanno risposte positive in 2 o 6 ore10. La com-
parsa di vomito è stata riportata per 0,1 e 0,5 μg, rispettivamente, di enterotossina stafilococ-
cica A (SEA) e B (SEB) per chilogrammo di peso corporeo4. Questo saggio non possiede la
stessa specificità del test sulle scimmie, poiché i filtrati di colture stafilococciche contengo-
no altri prodotti metabolici che possono indurre emesi; il vantaggio è tuttavia rappresentato
dal fatto che, rispetto alle scimmie, i gattini possono essere procurati e mantenuti con mag-
giore facilità.

12.1.6  Skin test su coniglio e porcellino d’india

La cute di questi due animali è utilizzata per saggiare almeno due proprietà delle tossine. Il
test della permeabilità vascolare è generalmente condotto utilizzando conigli albini di 1,5-
2,0 kg. Di norma, 0,05-0,1 mL di filtrato colturale vengono iniettati per via intradermica (ID)
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in un’area rasata della schiena e dei fianchi del coniglio. Da 2 a 18 ore più tardi viene som-
ministrata per via intravenosa una soluzione di blu Evans, lasciando poi permeare il coloran-
te per 1-2 ore; trascorso tale tempo si misurano i diametri delle due aree blu e si approssima
l’area elevando al quadrato i loro valori medi. Sono considerate positive aree di 25 cm2. La
tossina termolabile (LT) di E. coli fornisce una risposta positiva in questo saggio16. Con que-
sto metodo si è dimostrato che la permeabilità del colorante è funzione della concentrazione
di enterotossina diarrogena di E. coli.

Simile al precedente è un test dell’attività eritematosa che impiega porcellini d’india. Il
metodo è stato impiegato da Stark e Duncan45 per valutare l’attività eritematosa delle ente-
rotossine di C. perfringens. Porcellini d’india di 300-400 grammi vengono depilati (sul
dorso e sui fianchi) e si contrassegnano aree di cute di 2,5 cm2, nel centro delle quali vengo-
no iniettati campioni di 0,05 mL di preparazione di tossina; ogni cavia viene iniettata in due
aree diverse. Dopo 18-24 ore gli animali vengono osservati per la comparsa di eritema nel
sito di iniezione.

L’enterotossina di C. perfringens produce un eritema concentrico senza necrosi. Viene
definita unità di attività eritematosa la quantità di enterotossina in grado di provocare un eri-
tema di 0,8 cm di diametro; la preparazione di enterotossina impiegata da Stark e Duncan
conteneva 1.000 unità eritematose/mL. Per favorire la lettura del risultato, dopo 10 minuti
dall’iniezione di enterotossina può essere iniettato per via intracardiaca (IC) 1 mL di blu
Evans allo 0,5%, misurando il diametro dell’eritema dopo 80 minuti18. La specificità delle
reazioni cutanee può essere determinata neutralizzando l’enterotossina con antisieri specifi-
ci prima dell’iniezione. Per le enterotossine di C. perfringens il test dell’eritema si è dimo-
strato 1000 volte più sensibile della legatura delle anse intestinali di coniglio 23.

12.1.7  Test di Sereny e test di Anton

Il metodo di Sereny, proposto nel 1955, è utilizzato per valutare la virulenza di colture bat-
teriche vitali; l’animale più frequentemente utilizzato è il porcellino d’india. Il test viene
condotto su cavie di 400 grammi circa; servendosi di un’ansa, nella congiuntiva dell’anima-
le viene applicata una goccia di sospensione cellulare in tampone fosfato contenente da
1,5 ×1010 a 2,3 ×1010 cellule/mL. Gli occhi degli animali trattati vengono esaminati quotidia-
namente, per 5 giorni, per la comparsa di segni di cheratocongiuntivite. Nella valutazione di
ceppi di virulenza sconosciuta, è importante testare anche ceppi conosciuti, sia positivi sia
negativi.

È stato sviluppato un test di Sereny che impiega topi Swiss ai quali viene somministrata
la metà della dose riportata sopra. Si è dimostrato molto utile un test di Sereny messo a punto
per ceppi di Shigella e di E. coli enteroinvasivo (EIEC)33.

Il test di Anton è simile al metodo di Sereny ed è utilizzato per valutare la virulenza di
Listeria spp; viene condotto applicando negli occhi di conigli o porcellini d’india circa 106

cellule di L. monocytogenes e osservando gli animali per la comparsa di congiuntivite 2.

12.2  Modelli animali che richiedono procedure chirurgiche

12.2.1  Tecniche di legatura delle anse intestinali

Queste tecniche si basano sul fatto che alcune enterotossine provocano un accumulo di
liquido nell’intestino tenue di animali suscettibili; sebbene possano essere condotte su
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diversi animali, i conigli sono impiegati più frequentemente. Prima dell’intervento chirurgi-
co, i giovani conigli selezionati (7-20 settimane di età e 1,2-2,0 kg di peso) sono tenuti a
digiuno e senza acqua per 24 ore oppure a digiuno per 48-72 ore, ma liberi di bere acqua a
volontà. Sotto anestesia locale viene effettuata un’incisione di circa 5 cm di lunghezza appe-
na al di sotto della linea mediana dell’addome, attraverso i muscoli e il peritoneo, per espor-
re l’intestino tenue11. Una sezione di intestino – compresa tra le estremità superiore e infe-
riore o appena al di sopra dell’appendice – viene legata con un filo di seta o con altro mate-
riale adatto, formando segmenti (loop) di 8-12 cm, distanziati da segmenti di almeno 1 cm.
Possono essere preparate fino a 6 sezioni mediante nodi singoli o doppi. Il campione (o la
coltura) da testare, preparato e sospeso in soluzione salina sterile, viene quindi iniettato nel
lume dei segmenti intestinali legati. Solitamente si utilizza un inoculo di 1 mL, ma si pos-
sono impiegare dosi minori o maggiori. Dosi differenti del materiale da testare possono
essere iniettate in sezioni adiacenti o separate da un segmento non trattato o iniettato solo
con soluzione salina; l’addome viene quindi chiuso mediante sutura e si lascia che l’anima-
le si riprenda dall’anestesia. Dopo l’intervento, l’animale può essere privato di cibo e acqua
per altre 18-24 ore, oppure lo si può lasciare libero di assumere solo cibo o sola acqua o
entrambi. Con le legature intatte, l’animale non può sopravvivere più di 30-36 ore8.

Per valutare l’effetto dei materiali iniettati, l’animale viene sacrificato per esaminare le
anse intestinali e aspirare e misurare il liquido accumulato. La reazione biologica può essere
quantificata misurando il rapporto tra volume di fluido accumulatosi nell’ansa e la lunghezza
di quest’ultima 8, oppure calcolando il volume di fluido secreto per milligrammo di peso
secco di intestino 30. Sono stati riportati valori variabili per la quantità minima di enterotos-
sina di C. perfringens necessaria per produrre una reazione positiva nell’ansa intestinale: da
28-40 μg fino a 125 μg utilizzando la tecnica standard; con un metodo più rapido (90 minu-
ti) la reazione enteropatogena si è verificata con soli 6,25 μg di tossina18.

Questa tecnica è stata sviluppata per studiare la modalità di azione patogena dell’agente
eziologico del colera11. È stata in seguito impiegata largamente in studi sulla virulenza e sul
meccanismo patogenetico di microrganismi di origine alimentare, tra i quali Bacillus cereus,
C. perfringens, E. coli e Vibrio parahaemolyticus.

Sebbene il coniglio sia il modello animale più utilizzato nei metodi basati sulla legatura
dell’intestino, sono impiegate anche altre specie. Per esempio, per le enterotossine di E. coli
può essere usata l’ansa intestinale di topo, come nello studio condotto da Punyashthiti e Fin-
kelstein40. Topi Swiss (18-22 grammi) sono stati tenuti a digiuno per 8 ore prima del test.
Dopo l’apertura dell’addome sotto leggera anestesia, sono state preparate due sezioni inte-
stinali di 6 cm, separate da una regione intermedia di 1 cm; le sezioni di intestino sono state
quindi inoculate con 0,2 mL del materiale in esame e l’addome è stato richiuso. Gli anima-
li sono stati tenuti a digiuno e senza acqua e uccisi 8 dopo ore. Sono state misurate la quan-
tità di liquido accumulato e la lunghezza delle anse. I risultati sono considerati positivi
quando il rapporto tra volume di fluido e lunghezza dell’ansa è almeno pari a 50 mg/cm. In
questo studio, per le reazioni positive il rapporto era generalmente compreso tra 50 e 100,
occasionalmente vicino a 200 o superiore.

In alternativa, per misurare l’intensità di una reazione tossica, può essere utilizzato l’in-
cremento netto del peso dell’ansa, espresso in milligrammi 53. Con la legatura dell’ansa inte-
stinale di topo è possibile rilevare 1 μg di enterotossina 53. Per la determinazione dell’ente-
rotossina STb di E. coli, è stato proposto un saggio basato sull’impiego di ansa del digiuno
di ratto; con questa tecnica la risposta è risultata linearmente correlata alla dose impiegan-
do ratti di 250-350 grammi, ma solo dopo aver bloccato l’attività delle proteasi endogene
con l’inibitore della tripsina di soia49.
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12.2.2  Il modello RITARD

Il metodo RITARD (intestinal tie-adult-rabbit diarrhea), sviluppato da Spira e colleghi44, pre-
vede l’impiego di conigli di 1,6-2,7 kg di peso, tenuti a digiuno per 24 ore ma lasciati libe-
ri di bere acqua. Previa anestesia locale, l’intestino cieco viene esposto e legato a livello
della giunzione ileo-cecale; si espone quindi l’intestino tenue che, mediante un nodo, viene
legato in prossimità della mesoappendice. Il materiale test, preparato in 10 mL di soluzio-
ne tampone fosfato, viene iniettato nel lume del digiuno anteriore. Dopo l’iniezione, i trat-
ti intestinali vengono riposti nella cavità peritoneale e l’incisione viene richiusa. L’animale
viene tenuto in un box e dopo 2-4 ore dalla somministrazione della dose test si rimuovono
le legature e si rilascia il nodo scorsoio nel tratto intestinale. Se necessario, vengono appli-
cati dei punti di sutura. L’animale viene rimesso in gabbia, mettendogli a disposizione cibo
e acqua. Gli animali sono osservati per la comparsa di diarrea o per il decesso ogni 2 ore,
fino a 124 ore dall’intervento.

Nel corso dell’autopsia, l’intestino tenue e le sezioni adiacenti vengono legati e rimossi
per la misurazione del fluido accumulato. I ceppi enterotossigeni di E. coli provocano diar-
rea profusa e acquosa; la suscettibilità degli animali alle infezioni di V. cholerae in questo
metodo è simile a quella osservata nel modello del coniglio neonato.

Il modello RITARD si caratterizza per la legatura del cieco, per evitare il passaggio di
fluido proveniente dall’intestino tenue, e per la temporanea ostruzione reversibile, mantenu-
ta a livello dell’ileo per un tempo sufficiente per consentire al microrganismo inoculato di
iniziare a colonizzare l’intestino tenue. Il metodo è stato impiegato con successo come
modello animale per le infezioni di Campylobacter jejuni 9 e per testare la virulenza di ceppi
di Aeromonas 39.

12.3  Sistemi di colture cellulari

Per valutare determinate proprietà patogene delle cellule vitali, sono impiegati numerosi
metodi di coltura cellulare. Le proprietà più frequentemente valutate sono l’invasività, la
permeabilità, la citotossicità, l’aderenza/adesione/capacità di legare e altre attività biologi-
che più generali. Alcune colture cellulari sono impiegate per valutare diverse proprietà delle
tossine e delle enterotossine. Alcuni esempi di questi modelli sono riportati nella tabella 12.2
e descritti brevemente di seguito.

12.3.1  Cellule di mucosa umana

Nel metodo di Ofek e Beachey35 cellule di mucosa orale umana (circa 2 ×10 5 in tampone
fosfato) vengono miscelate con 0,5 mL di cellule lavate di E. coli (2 ×108 cellule/mL). La
miscela viene incubata in agitazione per 30 minuti a temperatura ambiente. Le cellule epite-
liali vengono separate dai batteri per centrifugazione differenziale, quindi essiccate e colora-
te con violetto di genziana. L’aderenza è determinata mediante conta microscopica dei bat-
teri per cellula epiteliale. Thorne e colleghi47 hanno utilizzato cellule di E. coli marcate con
3H-amminoacidi (alanina e leucina) o isotiocianato di fluoresceina. In un’altra applicazione
cellule di V. parahaemolyticus sono state miscelate con cellule di mucosa epiteliale, incuba-
te a 37 °C per 5 minuti e poi filtrate. Dopo aver allontanato mediante lavaggio le cellule non
legate, la coltura è stata essiccata, fissata e colorata con Giemsa. L’aderenza è stata quanti-
ficata contando il numero totale di cellule di V. parahaemolyticus adese a 50 cellule buccali
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Tabella 12.2 Alcuni tessuti e sistemi di coltura cellulare impiegati per studiare l’attività
biologica di microrganismi o loro prodotti che causano gastroenterite (dati dalla letteratura)

Sistema di coltura Patogeno/Tossina Dimostrazione/impiego

Monostrato di cellule CHO E. coli LT; tossina di V. cholerae Attività biologica
V. parahaemolyticus Attività biologica 
Tossina di Salmonella Attività biologica  
Enterotossina di C. jejuni Attività biologica

Cellule CHO flottanti Tossina di Salmonella Attività biologica
Cellule HeLa E. coli Invasività

Y. enterocolitica Invasività
V. parahaemolyticus Aderenza
C. jejuni Invasività

Cellule Vero E. coli O157:H7 Recettori di tossina Shiga-like
Cellule Vero Enterotossina di C. perfringens Modalità di azione

E. coli LT Attività biologia, analisi
Tossina di A. hydrophila Citotossicità
Enterotossina di C. perfringens Capacità di legare
Enterotossina di C. perfringens Attività biologica
Citotossina di Salmonella Inibizione sintesi di proteine
V. vulnificus Citotossicità

Cellule surrenali Y-1 E. coli LT Attività biologica, test
Tossina di V. cholerae Attività biologica, test
V. mimicus Attività biologica

Cellule epiteliali Enterotossina di C. perfringens Capacità di legare
di intestino di coniglio

Citotossina di Salmonella Inibizione sintesi di proteine
Cellule di milza murine Enterotossine stafilococciche Capacità di legare

A, B ed E
Macrofagi Y. enterocolitica Fagocitosi
Linfociti periferici umani Enterotossina stafil. A Effetti biologici
Carcinoma laringeo umano E. coli; Shigella Invasività
Henle 407 intestino umano E. coli; Shigella Invasività
Henle 407 L. monocytogenes Invasività

E. coli O157:H7 Aderenza
Caco-2 V. cholerae non-O1 Aderenza

ETEC Adesione
HT29.74 C. parvum Modello di infezione

C. perfringens Mortalità cellulare
Macrofagi peritoneali L. monocytogenes Sopravvivenza intracellulare
Fibroblasti embrionali L. monocytogenes Produzione di interleuchina
murini primari
Cellule intestinali fetali umane V. parahaemolyticus Aderenza

E. coli enteropatogeno Aderenza
Tossine di B. cereus Attività biologica

Cellule intestinali umane V. parahaemolyticus Aderenza
Cellule ileali umane E. coli enterotossigeno Aderenza
Cellule mucosali umane E. coli Aderenza

V. parahaemolyticus Aderenza
Cellule uroepiteliali umane E. coli Adesione
Biopsie vitali di duodeno umano E. coli Aderenza
Epatociti di ratto Enterotossina di C. perfringens Trasporto di amminoacidi

Enterotossina di C. perfringens Permeabilità di membrana
Cellule intestinali di cavia V. parahaemolyticus Aderenza
Cellule HEp-2 Cereulide di B. cereus Formazione di vacuoli 

(rigonfiamento mitocondriale)

LT = tossina termolabile; ETEC = E. coli enteropatogeno.



rispetto al controllo. I migliori risultati sono stati ottenuti sospendendo circa 109 cellule bat-
teriche e 10 5 cellule epiteliali in tampone fosfato a pH 7,2 per 5 minuti. Tutti e 12 i ceppi
testati hanno mostrato capacità di aderenza. Tale proprietà non sembra correlata con la pato-
genicità di V. parahaemolyticus. 

12.3.2  Intestino fetale umano

In questo modello per l’aderenza viene utilizzato un monostrato di cellule intestinali di feto
umano (HFI, human fetal intestine). Dopo lavaggio accurato, le cellule vengono inoculate
con una sospensione di V. parahaemolyticus e incubate a 37 °C fino a 30 minuti. L’aderenza
è valutata mediante esame microscopico delle cellule colorate, dopo l’allontanamento dei
batteri non adesi. Tutti i ceppi di V. parahaemolyticus testati hanno mostrato aderenza, ma
quelli isolati da casi di intossicazione alimentare hanno mostrato una maggiore capacità ade-
siva di quelli isolati dagli alimenti22. Utilizzando questo metodo si è osservato che l’aderen-
za di un ceppo enteropatogeno di E. coli isolato dall’uomo era mediata da plasmidi 50.

12.3.3  Cellule intestinali umane

Per studiare l’aderenza di ceppi enterotossigeni di E. coli (ETEC), Deneke e colleghi13

hanno utilizzato un filter-binding test con cellule di ileo provenienti da individui adulti. Le
cellule sono state miscelate con batteri sviluppati su terreno contenente 3H-alanina e 3H-leu-
cina. L’entità del legame è stata determinata con uno scintillatore per isotopi. Rispetto ai con-
trolli, i ceppi ETEC di origine umana hanno mostrato maggiore capacità di legarsi. La capa-
cità di legarsi alle cellule ileali umane è risultata da 10 a 100 volte maggiore rispetto a quel-
la mostrata con le cellule del cavo orale umano. 

Monostrati di cellule intestinali sono stati utilizzati da Gingras e Howard 20 per studiare
l’aderenza di V. parahaemolyticus. Il batterio è stato fatto crescere in presenza di valina mar-
cata con 14C; le cellule marcate sono state aggiunte ai monostrati e incubate fino a 60 minu-
ti. Dopo incubazione le cellule non adese sono state rimosse e quelle adese sono state deter-
minate mediante conteggio della radioattività dei monostrati. Le cellule adese sono state enu-
merate anche con un microscopio. I microrganismi Kanagawa-positivi e Kanagawa-negativi
hanno mostrato capacità di aderenza simile. Non è stata riscontrata correlazione tra produ-
zione di emolisi e aderenza.

12.3.4  Cellule intestinali di porcellino d’india

Per studiare l’aderenza di V. parahaemolyticus, Iijima e colleghi25 hanno impiegato porcelli-
ni d’india adulti di circa 300 grammi a digiuno da 2 giorni. Sotto anestesia, l’addome è stato
aperto e l’intestino tenue legato a circa 3 cm di distanza dallo stomaco. È stato iniettato nel-
l’intestino 1 mL di una sospensione contenente 2 ×10 8 cellule di ceppi adesivi e non adesivi;
quindi l’addome è stato richiuso. Sei ore dopo gli animali sono stati  uccisi e l’intestino tenue
è stato rimosso e sezionati in quattro parti. Dopo omogeneizzazione con il 3% di NaCl, è
stato determinato il numero di microrganismi presenti nell’omogenato mediante conta in pia-
stra. È stato riscontrato un numero elevato di cellule aderenza-positive, soprattutto nell’omo-
genato della sezione superiore dell’intestino.

Un altro modello per la valutazione dell’aderenza consiste nell’immobilizzazione su
matrici di polistirene28 delle glicoproteine solubili presenti nella mucosa intestinale del topo.
Utilizzando questo modello è stato dimostrato che due ceppi di E. coli portatori di plasmidi
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(K88 e K99) aderivano facilmente, analogamenti ad altri ceppi di questo microrganismo
dotati di capacità di aderenza.

12.3.5  Cellule HeLa

Questa linea cellulare è stata utilizzata per determinare sia il potenziale invasivo dei patoge-
ni intestinali sia la loro aderenza. Sebbene si preferisca utilizzare cellule HeLa, possono
essere impiegate altre linee cellulari, come quelle del carcinoma laringeo umano e le Henle
407 dell’intestino umano. In generale, monostrati cellulari, preparati con tecniche di coltura
standard su vetrini a camera, vengono inoculati con 0,2 mL della sospensione opportunamen-
te preparata di cellule da esaminare. Dopo incubazione per 3 ore a 35 °C, per consentire la
crescita batterica, il monostrato cellulare viene lavato, fissato e colorato per l’esame micro-
scopico. Nel caso di E. coli invasivo, il batterio è presente nel citoplasma delle cellule del
monostrato, ma non nel nucleo. Inoltre, i ceppi invasivi sono fagocitati in misura maggiore
rispetto ai non invasivi e solitamente il rapporto batteri/cellule è superiore a 5. Secondo il
Bacterial Analytical Manual17, almeno lo 0,5% delle cellule HeLa dovrebbe contenere non
meno di cinque batteri. Le risposte positive a questo test vengono generalmente confermate
mediante Sereny test17.

Una variante di questo metodo viene utilizzata per Yersinia invasiva: 0,2 mL di sospen-
sione batterica opportunamente preparata vengono inoculati in vetrini a camera (chamber
slide) contenenti il monostrato di cellule HeLa. Dopo incubazione per 1,5 ore a 35 °C, le cel-
lule vengono lavate, fissate e colorate per l’esame microscopico. Y. enterocolitica è presen-
te all’interno del citoplasma, solitamente nei fagolisosomi. Il tasso di infettività è general-
mente superiore al 10%. A differenza di quanto avviene per E. coli invasivo, il Sereny test
non consente di confermare la presenza di Y. enterocolitica, in quanto questo microrganismo
– benché invasivo – può non rispondere al test. 

Le cellule HeLa sono state usate per testare l’aderenza di V. parhaemolyticus e per studia-
re la penetrazione di Y. enterocolitica; ceppi di quest’ultimo batterio che presentavano un
indice infettività pari a 3,7-5,0 erano considerati in grado di penetrare le cellule umane14.
L’infezione di cellule HeLa da parte di Y. enterocolitica è stata studiata usando monostrati
cellulari in tubi roller. L’entità dell’infezione è stata determinata contando, nell’arco di 24
ore, il numero di batteri intracellulari presenti in 100 cellule HeLa selezionate casualmente
dal monostrato colorato14.

12.3.6  Cellule ovariche di criceto cinese

Questo metodo, sviluppato da Guerrant e colleghi21 per le enterotossine di E. coli, impiega
cellule ovariche di criceto cinese (CHO) cresciute in un mezzo contenente siero fetale di
vitello. Durante lo sviluppo di una coltura cellulare vengono aggiunte le enterotossine.
Dopo 24-30 ore le cellule sono esaminate al microscopio per verificare se sono diventate
bipolari, se hanno almeno triplicato la loro lunghezza e se hanno perso le naturali protube-
ranze. Le variazioni morfologiche causate nelle cellule CHO, sia dalle tossine del colera sia
dalle enterotossine di E. coli, si sono manifestate parallelamente all’aumento di AMP cicli-
co. È stato dimostrato che, nello studio delle enterotossine di E. coli, tale metodo è 100-
10.000 volte più sensibile del test della permeabilità vascolare e dei saggi che impiegano
anse ileali. Per le tossine LT di E. coli, il metodo basato sulle cellule CHO si è dimostrato
5-100 volte più sensibile del test della permeabilità vascolare e dei saggi che impiegano
anse ileali di coniglio 21.
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12.3.7  Cellule Vero

Questo monostrato cellulare consiste di una linea cellulare continua ottenuta da reni di cer-
copiteco verde (Cercopithecus aethiops) ed è stato impiegato da Speirs e colleghi43 per ana-
lizzare le tossine LT di E. coli. 

I risultati ottenuti con questo metodo sembrano migliori di quelli ottenuti con il test delle
cellule surrenali Y-1 (vedi paragrafo successivo); inoltre, tra i due, il test con cellule Vero è
stato considerato più semplice ed economico da mantenere in laboratorio. Ceppi tossigeni
sono in grado di produrre nelle cellule Vero una risposta morfologica simile a quella indotta
nelle cellule Y-1. L’impiego di cellule Vero nello studio delle tossine di E. coli è discusso nel
capitolo 27. 

Un saggio biologico riproducibile e molto sensibile per l’enterotossina di C. perfringens,
basato sull’impiego di cellule Vero, è stato sviluppato da McDonel e McClane29. Il saggio è
basato sull’inibizione, provocata dall’enterotossina, dell’efficienza di piastramento di coltu-
re di cellule Vero. Con questo metodo, che ha permesso di rilevare concentrazioni di soli 0,1
ng di enterotossina, è stata ottenuta una curva dose-risposta lineare con dosi comprese tra 0,5
e 5 ng (pari a 5-50 ng/mL). Gli autori di questo studio hanno proposto una nuova unità di
misura dell’attività biologica (PEU, plating efficiency unit), che corrisponde alla quantità di
enterotossina in grado di inibire il 25% di 200 cellule inoculate in 100 μL di terreno.

12.3.8  Saggio con cellule surrenali (Y-1)

In questo saggio, largamente impiegato, vengono utilizzate cellule surrenali di topo (Y-1)
sviluppate in monostrato con tecniche di coltura standard. Gli estratti o i filtrati del materia-
le da testare vengono aggiunti alle cellule monostrato poste in pozzetti per microtitolazione,
con successiva incubazione a 37 °C. Per determinare la tossina LT di E. coli, filtrati coltura-
li riscaldati e non riscaldati di ceppi conosciuti come LT produttori o non produttori vengo-
no aggiunti ai monostrati cellulari all’interno dei pozzetti; i risultati sono ottenuti mediante
esame microscopico. La risposta è considerata positiva quando la percentuale di cellule
rotonde è almeno del 50% nei monostrati addizionati di filtrato non riscaldato e non superio-
re al 10% nei monostrati addizionati di filtrato riscaldati. La specificità della risposta può
essere determinata aggiungendo specifici anticorpi ai filtrati contenenti la tossina. Maggiori
dettagli sull’applicazione del metodo ai patogeni di origine alimentare sono presentati nel
Bacterial Analytical Manual17.

12.3.9  Altri saggi

Boutin e colleghi5 hanno utilizzato un metodo basato sull’immunofluorescenza, che preve-
de l’impiego di legature di ileo di coniglio di circa 6 settimane, inoculate con V. parhaemo-
lyticus. Dalle legature, rimosse dopo 12-18 ore dall’inoculo, sono stati ottenuti campioni
istologici, puliti mediante agitazione. Per la determinazione di V. parhaemolyticus, i cam-
pioni di tessuto sono stati fissati e colorati con agglutinine trattate con isotiocianato di fluo-
resceina. La reazione dell’anticorpo marcato con le cellule di V. parhaemolyticus nel tessu-
to è stata valutata mediante esame microscopico. Sfruttando l’immunofluorescenza, è stato
possibile dimostrare la penetrazione del microrganismo all’interno della mucosa dell’ileo e,
quindi, la capacità del patogeno di invadere il tessuto. Sulla base dei risultati ottenuti in
questo studio, la lamina è stata penetrata sia dalle cellule Kanagawa-positive sia da quelle
Kanagawa-negative.
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La membrana corio-allantoidea di embrioni di pollo di 10 giorni è stata utilizzata per valu-
tare la patogenicità di Listeria. La morte dell’embrione è stata causata entro 2-5 giorni da
sole 100 cellule per uovo di L. monocytogenes; L. ivanovii è risultata letale entro 72 ore con
un numero di cellule per uovo variabile da 100 a 30.000 46. Filtrati colturali di L. monocyto-
genes e di L. ivanovii rilasciano lattato deidrogenasi (LDH) in monostrati di epatociti di ratto
dopo 3 ore di esposizione, mentre altre specie di Listeria non mostrano alcun effetto 24.
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La microbiologia di diversi metodi di protezione degli alimenti è discussa nei capitoli dal 13
al 19. Nella precedente edizione di questo libro, tali metodi erano associati alla parola pre-
servazione, nell’attuale si è preferito l’impiego del termine più tradizionale e restrittivo pro-
tezione. Per esempio, la carne fresca ottenuta da un animale infetto può essere preservata
ricoprendola con NaCl, ma se i tessuti dell’animale contenevano microrganismi patogeni o
alteranti prima del trattamento di conservazione, questi potrebbero essere preservati all’in-
terno dell’alimento. Per protezione degli alimenti, invece, si intende il controllo sia dei
microrganismi alteranti sia di quelli patogeni. Il capitolo 13 tratta in dettaglio i sanitizzanti
impiegati per gli alimenti e i metodi di “biocontrollo”, basati sull’attività di colture microbi-
che protettive. Per maggiori approfondimenti si consigliano i testi indicati di seguito.
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L’impiego di sostanze chimiche per prevenire o ritardare l’alterazione degli alimenti deriva
in parte dal fatto che tali composti sono utilizzati con grande successo nel trattamento di
patologie dell’uomo, degli animali e delle piante. Ciò non implica che qualsivoglia compo-
sto chemioterapico possa o debba essere impiegato come conservante per alimenti. D’altra
parte vi sono alcuni composti chimici utili come conservanti che potrebbero essere ineffica-
ci o addirittura tossici come chemioterapici. A eccezione di alcuni antibiotici, nessuno dei
conservanti per alimenti oggi utilizzati trova un impiego reale per la cura dell’uomo e degli
animali. Sebbene molteplici sostanze chimiche abbiano un certo potenziale come conservan-
ti alimentari, solo un numero relativamente piccolo è consentito nei prodotti alimentari, ciò
è dovuto in gran parte alle stringenti norme di sicurezza stabilite dalla FDA e in misura mino-
re al fatto che non tutti i composti che mostrano attività antimicrobica in vitro esplicano la
stessa azione negli alimenti. Di seguito sono descritti i composti maggiormente utilizzati, le
loro modalità di azione – se conosciute – e le tipologie di alimenti in cui vengono impiega-
ti. I conservanti chimici generalmente riconosciuti sicuri (GRAS, generally recognized as
safe) sono riassunti nella tabella 13.1.

13.1  Acido benzoico e parabeni

In questo paragrafo sono trattati l’acido benzoico (C6H5COOH), il suo sale di sodio
(C7H5NaO2) e gli esteri dell’acido p-idrossibenzoico (parabeni). Il benzoato di sodio è stato
il primo conservante chimico autorizzato negli alimenti dalla FDA ed è tuttora largamente
impiegato in numerosi prodotti alimentari. I suoi derivati approvati possiedono le formule di
struttura sotto riportate:
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COOH2HO COO(CH2)2CH3HO

Propilparaben
Propil p-idrossibenzoato

HO COO(CH2)6CH3

Eptilparaben
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Metilparaben
Metil-p-idrossibenzoato
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L’attività antimicrobica del benzoato è correlata al pH ed è più elevata a bassi valori di
pH; l’azione antimicrobica è dovuta alla molecola indissociata (vedi oltre). Questi composti
sono più attivi ai più bassi valori di pH degli alimenti e praticamente inefficaci a valori neu-
tri. Il pK del benzoato è 4,20: a pH 4,00 il 60% del composto è indissociato, mentre a pH 6,0
lo è solo l’1,5%; per tale motivo, l’impiego dell’acido benzoico e dei suoi sali di sodio è limi-
tato agli alimenti a elevata acidità, come sidro di mela, bevande analcoliche, tomato ketchup
e condimenti per insalate. Un’elevata acidità – da sola – è generalmente sufficiente per pre-
venire in questi alimenti la crescita di batteri, ma non quella di alcune specie di muffe e di
lieviti. Impiegato negli alimenti acidi, il benzoato agisce essenzialmente come inibitore di
muffe e lieviti, sebbene a concentrazioni comprese tra 50 e 500 ppm sia efficace contro alcu-
ni batteri. A pH 5,0-6,0, i lieviti sono inibiti da concentrazioni di 100-500 ppm, le muffe da
30-300 ppm. Ad alcuni alimenti, come i succhi di frutta, i benzoati possono impartire sapo-
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Tabella 13.1 Alcuni conservanti chimici per alimenti classificati come GRAS

Livello max Microrganismi
Conservanti consentito target Alimenti /Utilizzo

Acido propionico, 0,32% Muffe Pane, torte, alcuni formaggi,
propionati inibitori dell’alterazione filante (rope)

nel pane

Acido sorbico, 0,2% Muffe Formaggi duri, fichi, sciroppi,
sorbati condimenti per insalate, gelatine,

torte

Acido benzoico, 0,1% Lieviti e muffe Margarina, salse di sottaceti,
benzoati sidro di mele, bevande analcoliche,

ketchup, condimenti per insalate

Parabenia 0,1%b Lieviti e muffe Prodotti da forno, bevande
analcoliche, sottaceti, condimenti
per insalate

Anidride solforosa, 200-300 ppm Insetti, Melasse, frutta secca, vinificazione,
solfiti microrganismi succo di limone (da non usare nelle 

carni o altre fonti note di tiamina)

Etilene, 700 ppm Lieviti, muffe, Fumigante per spezie, noci
ossidi di propilene vermi

Diacetato di sodio 0,32% Muffe Pane

Nisina 1% Batteri lattici, Alcuni formaggi spalmabili
clostridi pastorizzati

Acido deidroacetico 65 ppm Insetti Fragole, spremute

Nitrito di sodioc 120 ppm Clostridi Preparazioni di carni salate

Acido caprilico – Muffe Tortillas al formaggio

Lattato di sodio Fino a 4,8% Batteri Carni precotte

Formato di etile 15-220 ppmd Lieviti, muffe Frutta secca, noci

GRAS (generally recognized as safe), come definiti nella Sezione 201(s)32 dell’US Food, Drug, and Cosmetic Act.
a Metil-, propil- e eptil-esteri dell’acido p-idrossibenzoico
b Eptil-estere (12 ppm nella birra; 20 ppm nelle bevande non addizionate di CO2 e a base di frutta).
c Possono essere implicati nella mutagenesi e/o carcinogenesi.
d Come acido formico.



ri sgradevoli, descritti come “di pepato” o di bruciato, quando impiegati alla massima con-
centrazione consentita (0,1%).

I tre parabeni permessi negli Stati Uniti per uso alimentare sono l’eptil-, il metil- e il pro-
pilparaben; in alcuni altri paesi sono consentiti il butil- e l’etilparaben. In quanto esteri del-
l’acido p-idrossibenzoico, la loro attività antimicrobica differisce da quella del benzoato,
essendo meno sensibili al pH. Sebbene non vi siano molti dati sperimentali circa il suo
impiego, l’eptilparaben sembra piuttosto efficace contro i microrganismi: 10-100 ppm inibi-
scono completamente alcuni batteri Gram-positivi e Gram-negativi. Il propilparaben è più
efficace del metilparaben (in termini di ppm): per l’inibizione dei batteri sono necessari fino
a 1000 ppm del primo e 1000-4000 ppm del secondo. In generale, i batteri Gram-positivi
sono più sensibili dei Gram-negativi ai parabeni38. L’eptilparaben sarebbe efficace contro i
batteri malolattici. In un brodo di coltura ridotto, 100 ppm di propilparaben ritardano la ger-
minazione e la produzione di tossina da parte di Clostridium botulinum tipo A; 200 ppm ini-
biscono la germinazione fino a 120 ore a 37 ° 157. Per ottenere risultati analoghi con il metil-
paraben, sono necessarie 1200 ppm.

I parabeni sembrano più efficaci contro le muffe che contro i lieviti. Analogamente a
quanto si verifica per i batteri, il propilparaben sembra il derivato più efficace, poiché 100
ppm o meno sono in grado di inibire alcuni lieviti e muffe, mentre con eptilparaben e metil-
paraben sono richieste, rispettivamente, concentrazioni di 50-200 e 500-1000 ppm.

Come per l’acido benzoico e il suo sale di sodio, il metil- e il propilparaben sono permes-
si negli alimenti in concentrazioni non superiori allo 0,1%; la concentrazione massima con-
sentita di eptilparaben è di 12 ppm nelle birre e di 20 ppm nelle bibite e nelle bevande a base
di frutta. Il pK di questi composti è intorno a 8,47; con l’abbassamento del pH la loro attivi-
tà antimicrobica aumenta, ma in misura minore rispetto al benzoato; essi sono risultati effi-
caci fino a pH 8,0. (Per approfondimenti su questi antimicrobici, si consiglia il riferimento
bibliografico 38.)

Sono state osservate similitudini tra le modalità di azione dell’acido benzoico e dell’aci-
do salicilico17. Quando vengono assorbiti da cellule microbiche che respirano, entrambi i
composti bloccano l’ossidazione del glucosio e del piruvato ad acetato (in Proteus vulgaris).
In P. vulgaris l’acido benzoico causa un aumento della velocità del consumo di ossigeno
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Figura 13.1 Rappresentazione schematica della crescita di una endospora in cellule vegetative, che
evidenzia gli stadi inibiti da concentrazioni minime (MIC) di alcuni conservanti per alimenti.



durante la prima parte dell’ossidazione del glucosio17. I benzoati, come il propionato e il sor-
bati, agiscono contro i microrganismi inibendo l’assorbimento cellulare delle molecole di
substrato 62. La fase di germinazione delle endospore più sensibile al benzoato è indicata
nella figura 13.1.

La forma indissociata è essenziale per l’attività antimicrobica del benzoato, come pure per
quella di altri composti lipofili come il sorbato e il propionato; in tale stato, questi composti
sono solubili nella membrana cellulare e sembrano agire come ionofori di protoni73. Come
tali, essi facilitano l’accumulo di protoni all’interno della cellula e, quindi, aumentano il con-
sumo di energia da parte delle cellule per mantenere il loro normale pH interno. Con la
distruzione dell’attività della membrana, il trasporto degli amminoacidi risulta alterato73. Il
meccanismo d’azione è ulteriormente descritto nel prossimo paragrafo.

13.2  Acido sorbico

L’acido sorbico (CH3CH=CHCH=CHCOOH) è impiegato per la conservazione degli ali-
menti, solitamente come sale di calcio, sodio o potassio; negli alimenti questi composti sono
consentiti in misura non superiore allo 0,2%. Analogamente al benzoato di sodio, sono più
efficaci negli alimenti acidi che in quelli neutri; possiedono attività antifungina pari a quel-
la dei benzoati. L’acido sorbico funziona meglio a pH < 6,0 ed è generalmente inattivo a pH
> 6,5. A valori di pH compresi tra 4,0 e 6,0 questi composti sono più efficaci del benzoato di
sodio; a pH uguale o inferiore a 3,0 sono leggermente più efficaci dei propionati, ma hanno
praticamente lo stesso effetto del benzoato di sodio. Il pK del sorbato è 4,80; a pH 4,0 l’86%
del composto è in forma indissociata, mentre a pH 6,0 lo è solo il 6%. Nei prodotti di pastic-
ceria l’acido sorbico può essere impiegato in concentrazione maggiore rispetto ai propiona-
ti, senza impartire sapore estraneo al prodotto.

I sorbati sono efficaci principalmente su muffe e lieviti, ma la ricerca ha dimostrato la loro
efficacia verso numerosi tipi di batteri. In generale, i cocchi catalasi-positivi sono più sensi-
bili dei catalasi-negativi e gli aerobi sono più sensibili degli anaerobi. La resistenza dei bat-
teri lattici al sorbato, specialmente a pH 4,5 o superiore, permette l’impiego di tale compo-
sto come fungistatico in prodotti che subiscono una fermentazione lattica. È stata dimostra-
ta l’efficacia verso S. aureus, salmonelle, coliformi, batteri alteranti psicrotrofi (in particola-
re appartenenti al genere Pseudomonas) e V. parahaemolyticus; contro quest’ultimo micror-
ganismo sono risultate efficaci concentrazioni di sole 30 ppm. L’impiego di sorbati ha con-
sentito di estendere la shelf life di carni fresche di pollame, prodotti a base di pollame con-
fezionati sotto vuoto, pesce fresco e frutta deperibile. Per ulteriori informazioni, si veda
anche la combinazione nitriti-sorbato e la rassegna di Sofos182.

I sorbati sono stati studiati da molti ricercatori per l’utilizzo nei prodotti carnei in com-
binazione con i nitriti. Formulazioni per bacon contenenti 120 ppm di NaNO2 senza sorba-
to preservano le qualità organolettiche desiderate del prodotto e impediscono la crescita di
C. botulinum. Non sono state osservate differenze significative, in relazione alla qualità
organolettica o alla protezione contro il botulino, aggiungendo lo 0,26% (2600 ppm) di sor-
bato di potassio insieme a 40 ppm di nitriti90,145. L’impiego di 40 ppm di NaNO2 in combina-
zione con lo 0,26% di sorbato di potassio (insieme a 550 ppm di ascorbato di sodio o di eri-
torbato di sodio) è stato proposto dall’USDA nel 1978 e poi sospeso nel 1979. Tale sospen-
sione non è stata motivata dall’inefficacia del ridotto livello di nitriti in combinazione con il
sorbato, ma dal giudizio di un panel di assaggio, secondo il quale il bacon finito presentava
sapore di “chimico” e produceva sensazioni pungenti alla bocca14. La combinazione di sor-
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bato e di ridotte quantità di nitriti è efficace in diversi prodotti carnei trattati non solo con-
tro C. botulinum ma anche verso altri batteri, come S. aureus e Clostridium alteranti (anae-
robio putrefattivo [PA] 3679). Concentrazioni non inibitorie di nitrito e sorbato hanno
mostrato attività battericida nei confronti di quest’ultimo batterio162.

L’impiego più ampio dei sorbati è come fungistatico in prodotti come formaggi, prodotti
da forno, succhi di frutta, bevande, condimenti per insalate eccetera. Nel caso delle muffe,
l’azione sembra dovuta all’inibizione del sistema della deidrogenasi. L’effetto del sorbato
sulla germinazione delle endospore si esplica con l’inibizione dello sviluppo delle cellule
vegetative (figura 13.1).

Acidi lipofilici come sorbato, benzoato e propionato sembrano inibire le cellule microbi-
che con lo stesso meccanismo generale, che coinvolge la forza motrice protonica nella cel-
lula (PMF, proton motive force). In sintesi, gli ioni idrogeno (protoni) e gli ioni ossidrile
sono separati dalla membrana citoplasmatica: i primi si trovano all’esterno della cellula,
dove danno luogo a un pH acido; i secondi si trovano all’interno della cellula, dove deter-
minano un aumento del pH fino a valori prossimi alla neutralità. Il gradiente di membrana
così creato rappresenta il potenziale elettrochimico che la cellula impiega per il trasporto
attivo di alcuni composti, tra i quali gli amminoacidi. Acidi lipofili deboli agiscono come
ionofori di protoni. Dopo la diffusione attraverso la membrana, la molecola indissociata
ionizza all’interno della cellula determinando un abbassamento del pH intracellulare. L’in-
debolimento del gradiente di membrana che ne deriva influenza negativamente il trasporto
di amminoacidi. Questa ipotesi è stata supportata da ricerche condotte sul PA 3679, nelle
quali il sorbato inibiva l’assorbimento di fenilalanina, riduceva la sintesi proteica e alterava
l’accumulo di nucleotidi fosforilati162,163. Sebbene l’alterazione della PMF per effetto degli
acidi lipofili sia largamente supportata, altri fattori possono essere coinvolti nel meccanismo
d’azione 52. Per esempio, un sistema H+-ATPasi nella membrana plasmatica di S. cerevisiae
contribuisce al mantenimento dell’omeostasi cellulare trasportando all’esterno protoni. L’ef-
ficacia di questo sistema di membrana plasmatica sembra essere responsabile, almeno in
parte, della capacità di adattamento di S. cerevisiae all’acido sorbico85. Per quanto riguarda
la sicurezza, l’acido sorbico è metabolizzato nell’organismo umano a CO2 e H2O, con lo
stesso meccanismo degli acidi grassi normalmente presenti negli alimenti44.

13.3  Propionati

L’acido propionico è un acido organico a tre atomi di carbonio con formula di struttura
CH3CH2COOH. L’impiego di questo acido, e dei suoi sali di calcio e di sodio, è consentito
in pane, torte, alcuni formaggi e altri alimenti principalmente per inibire lo sviluppo di
muffe. L’acido propionico è impiegato anche per prevenire il difetto noto come “pane filan-
te”. Poiché hanno scarsa tendenza a dissociarsi, questo composto e i suoi sali sono attivi in
alimenti a bassa acidità. Essi tendono a essere altamente specifici contro le muffe, sulle quali
hanno un’azione inibitoria fondamentalmente fungistatica più che fungicida. 

In relazione alla modalità di azione antimicrobica, i propionati agiscono in maniera simi-
le al benzoato e al sorbato. Il pK del propionato è 4,87 e a pH 4,0 l’88% del composto è nella
forma indissociata, mentre a pH 6,0 lo è solo il 6,7%. La molecola indissociata di questo
acido lipofilo è indispensabile per la sua attività antimicrobica. Il meccanismo d’azione del-
l’acido propionico è già stato descritto con quello dell’acido benzoico. (Vedi anche in que-
sto capitolo il paragrafo dedicato agli acidi grassi e agli esteri a media catena; per ulteriori
approfondimenti, si consiglia la rassegna di Doores 47.)
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13.4  Anidride solforosa e solfiti

Il biossido di zolfo o anidride solforosa (SO2) e i sali di sodio e di potassio di solfito (=SO3),
bisolfito (–HSO3) e metabisolfito (=S2O5) sembrano agire in modo simile. SO2 è utilizzato
in forma gassosa o liquida, oppure sotto forma di uno o più dei suoi sali acidi o neutri, sulla
frutta secca, in succo di limone, melasse, vini, succhi di frutta eccetera. Il composto precur-
sore era impiegato per conservare gli alimenti già nell’antichità. Negli Stati Uniti l’uso di
SO2 come antimicrobico nelle carni risale almeno al 1813; tuttavia oggi non è consentito
nelle carni o in altri alimenti contenenti tiamina. Sebbene SO2 possieda attività antimicrobi-
ca, in alcuni alimenti è utilizzato anche come antiossidante.

La specie ionica predominante dell’acido solforoso dipende dal pH dell’ambiente: SO2

predomina a pH < 3,0, HSO3
– a pH compresi tra 3,0 e 5,0; SO3

2– a pH ≥ 6,0144. La SO2 ha valo-
ri di pK 1,76 e 7,2. I solfiti reagiscono con diversi costituenti degli alimenti, compresi
nucleotidi, zuccheri e tutti i composti che contengono legami disolfuro. 

In relazione al suo effetto sui microrganismi, a bassi valori di pH la SO2 ha azione batte-
riostatica su Acetobacter spp. e batteri lattici: concentrazioni di 100-200 ppm sono efficaci
nei succhi di frutta e nelle bevande; a concentrazioni più elevate ha azione battericida. In uno
studio condotto su carne di maiale macinata esposta ad abusi termici, per ottenere una signi-
ficativa inibizione delle spore di C. botulinum, a una concentrazione di 100 spore/g di pro-
dotto, sono state necessarie almeno 100 ppm di SO2

198; come fonte di SO2 è stato utilizzato
metabisolfito di sodio. Impiegando lo stesso sale per raggiungere una concentrazione di SO2

di 600 ppm, Banks e Board9 hanno ottenuto l’inibizione della crescita di salmonelle e di altre
Enterobacteriaceae in salsicce inglesi fresche. I batteri più sensibili – inibiti da 15-109 ppm
a pH 7,0 – erano otto sierotipi di salmonelle; Serratia liquefaciens, S. marcescens e Hafnia
alvei erano i più resistenti e hanno richiesto 185-270 ppm di SO2 libera in brodo di coltura.

I lieviti mostrano una sensibilità alla SO2 intermedia tra quella dei batteri acetici e latti-
ci e quella delle muffe: le specie aerobie strette sono generalmente più sensibili di quelle
fermentanti. L’acido solforoso a concentrazioni di 0,2-20 ppm si è dimostrato efficace con-
tro alcuni lieviti, tra i quali Saccharomyces, Pichia e Candida, mentre l’inibizione di Zygo-
saccharomyces bailii in bibite alla frutta a pH 3,1 ha richiesto fino a 230 ppm119. I lieviti
possono produrre anidride solforosa durante la fermentazione di succhi di frutta: alcuni
ceppi di S. “carlsbergensis” e di S. bayanus producono, rispettivamente, fino a 1000 e fino
a 500 ppm144. Le muffe, come Botrytis, possono essere controllate sui grappoli d’uva effet-
tuando trattamenti periodici con SO2 gassosa; il bisolfito può essere impiegato per distrug-
gere le aflatossine48. Le aflatossine B1 e B2 possono essere entrambe ridotte nel mais 76. Nel
mais contenente fino al 40% di umidità, l’attività antimicrobica del bisolfito di sodio è
risultata comparabile con quella dell’acido propionico76. (La degradazione delle aflatossine
è discussa anche nel capitolo 30.)

Sebbene il reale meccanismo di azione della SO2 non sia noto, sono state suggerite diver-
se possibilità, ciascuna supportata da prove sperimentali. Secondo una di queste, l’attività
antimicrobica sarebbe dovuta alla forma indissociata dell’acido solforoso o alla SO2 moleco-
lare; la maggiore efficacia della SO2 a bassi valori di pH supporterebbe tale ipotesi. Per otte-
nere un maggiore effetto antimicrobico della SO2, Vas e Ingram202 hanno consigliato l’abbas-
samento del pH di alcuni alimenti mediante aggiunta di acidi. È stato anche ipotizzato che
l’effetto antimicrobico sia dovuto al forte potere riducente – che consente a questi composti
di abbassare la pressione parziale di ossigeno al di sotto dei livelli ai quali possono crescere
i microrganismi aerobi – o all’azione diretta su sistemi enzimatici. Si ritiene anche che la SO2

sia un veleno per gli enzimi e che possa inibire la crescita dei microrganismi inibendo enzi-
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mi essenziali; il suo impiego nell’essiccamento degli alimenti per inibire l’imbrunimento
enzimatico è basato proprio su tale ipotesi. Poiché è noto che i solfiti agiscono sui legami
disolfuro, si può ipotizzare che alcuni enzimi essenziali siano interessati dalla loro azione,
con conseguente inibizione della loro attività catalitica. I solfiti non inibiscono il trasporto
cellulare. Nella figura 13.1 si può osservare che il metabisolfito agisce sulla germinazione
delle endospore durante lo sviluppo delle cellule vegetative. 

13.5  Nitriti e nitrati

Il nitrato e il nitrito di sodio (NaNO3, NaNO2) sono impiegati nelle formulazioni per il trat-
tamento delle carni poiché stabilizzano il colore, inibiscono alcuni microrganismi – sia alte-
ranti sia responsabili di malattie a trasmissione alimentare – e contribuiscono allo sviluppo
dell’aroma. Il ruolo dei nitriti nella formazione dell’aroma delle carni trattate è stato ampia-
mente esaminato 29,74. È stato dimostrato che il riscaldamento e la conservazione determina-
no la scomparsa dei nitriti. Occorre anche ricordare che molti batteri sono in grado di utiliz-
zare il nitrato come accettore di elettroni, riducendolo durante tale processo a nitrito. Nelle
carni conservate lo ione nitrito è di gran lunga il più importante dei due; è altamente reatti-
vo e in grado di fungere come agente sia riducente sia ossidante. In ambiente acido si ioniz-
za producendo acido nitroso (3HONO), che si decompone ulteriormente a ossido nitrico
(NO), composto importante nella fissazione del colore delle carni trattate. Anche l’ascorba-
to o l’eritorbato agiscono riducendo il NO2 a NO. In condizioni riducenti, l’ossido nitrico
reagisce con la mioglobina per produrre nitrosomioglobina, alla quale si deve la colorazione
rossa desiderata (vedi anche la tabella 5.2).

Quando il pigmento della carne è presente sotto forma di ossimioglobina, come nel caso
delle carni fresche macinate, questo composto viene ossidato a metamioglobina (colore
bruno). In condizioni riducenti, l’ossido nitrico reagisce producendo nitrosomioglobina. Poi-
ché NO è capace di reagire con altri composti contenenti il gruppo porfirinico, come la cata-
lasi, la perossidasi, i citocromi e altri, è ragionevole supporre che alcuni degli effetti antibat-
terici dei nitriti sui microrganismi aerobi possano essere causati da questa azione (il mecca-
nismo è discusso di seguito). È stato dimostrato che l’effetto antibatterico di NO2 aumenta
quando il pH viene abbassato a valori acidi e che tale effetto è accompagnato da un incre-
mento complessivo della forma indissociata HNO2.

Il pigmento delle carni trattate cotte è il dinitrosil-ferroemocromo (DNFH), che si forma
quando la globina della nitrosomioglobina viene sostituita con un secondo gruppo NO176.
Per i würstel austriaci è stata messa a punto una formulazione per la cura salina priva di
nitriti, che prevede l’impiego di 35 ppm di DNFH incapsulato preparato da eritrociti di
bovino, di terz-butil-idrossichinone (TBHQ) come antiossidante220 e di 3000 ppm di ipofo-
sfito di sodio come agente antibotulinico142,210. Con tale formula non si è praticamente
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osservata crescita microbica in 4 settimane di conservazione: un risultato simile a quello
ottenuto con la formulazione di controllo contenente nitrito. L’ipofosfito di sodio è risulta-
to il migliore tra i diversi composti testati come possibili sostituti del NO2

210; tuttavia,
nonostante i tentativi effettuati, non vi sono ancora valide alternative al nitrito 29. Per quan-
to riguarda il colore delle carni trattate, uno studio ha dimostrato che, inoculando una col-
tura starter di Staphylococcus xylosus nei salami, la metamioglobina può essere convertita
in mioglobina rossa senza l’impiego di nitrito o nitrato131.

13.5.1  Microrganismi sensibili

Sebbene l’unico microrganismo di maggiore interesse relativamente all’inibizione da nitri-
to sia C. botulinum, il composto è stato valutato come antimicrobico anche per altri micror-
ganismi. Durante la fine degli anni Quaranta il nitrito è stato testato come conservante per i
pesci: è risultato di una qualche efficacia, ma generalmente solo a bassi valori di pH. Que-
sto ione è efficace contro S. aureus a elevate concentrazioni e, ancora, la sua efficacia
aumenta con l’abbassamento del pH. Il composto è generalmente inefficace verso le Entero-
bacteriaceae, comprese le salmonelle, e verso i batteri lattici, sebbene alcuni effetti – proba-
bilmente dovuti all’interazione del nitrito con altri parametri ambientali piuttosto che al solo
nitrito – siano stati riscontrati nelle carni salate e in quelle confezionate sotto vuoto. In alcu-
ni Paesi viene aggiunto ai formaggi per controllare il gonfiore causato da Clostridium buty-
ricum e C. tyrobutyricum. È efficace contro altri clostridi, inclusi C. sporogenes e C. perfrin-
gens, spesso impiegati negli studi di laboratorio per valutare i potenziali effetti antibotulini-
ci non solo dei nitriti, ma anche di altri inibitori che potrebbero essere utili in combinazione
o in sostituzione dei nitriti161.

13.5.2  Fattore Perigo

La quasi totale assenza di botulismo associato a carni e prodotti ittici trattati, inscatolati e
confezionati sotto vuoto ha portato alcuni studiosi, a metà degli anni Sessanta, a ricercare le
ragioni per le quali i prodotti carnei che contenevano endospore vitali non divenivano tossi-
ci. Nel 1967, impiegando terreni di coltura, si dimostrò che per inibire i clostridi erano neces-
sarie concentrazioni 10 volte superiori di nitrito se questo veniva aggiunto dopo e non prima
che il terreno fosse autoclavato. Si concluse che il riscaldamento del mezzo in presenza di
nitrito produceva una sostanza o un agente circa dieci volte più inibente del solo nitrito147,148.
Questo agente è chiamato fattore Perigo. L’esistenza di tale fattore o effetto è stata confer-
mata da alcuni studiosi e messa in discussione da altri. Sebbene il fattore Perigo possa esse-
re discutibile nelle carni salate e in quelle salate deperibili, la prova di un fattore inibitorio
nei mezzi di coltura contenenti nitriti, ferro e gruppi SH è più decisiva194.

Questo effetto inibitorio o antibotulinico che risulta dal trattamento termico o dall’affu-
micatura di alcuni prodotti carnei e ittici contenenti nitriti giustifica l’impiego di nitrito in
tali prodotti. Per la salute pubblica è di maggiore importanza l’attività antibotulinica del
nitrito nelle carni salate, piuttosto che gli aspetti relativi al colore o allo sviluppo dell’aro-
ma; per questi ultimi si sono dimostrati adeguati livelli iniziali di nitrito di soli 15-50 ppm
per diversi prodotti carnei, comprese le salsicce Thuringer 43. Con livelli di nitriti di 100 ppm
o più sono stati ottenuti risultati ottimali con i salami fermentati, in relazione sia alla forma-
zione dell’aroma sia all’aspetto111. L’effetto antibotulinico richiede almeno 120 ppm per il
bacon18,35, per il prosciutto crudo triturato34 e per la carne in scatola32. Molti di questi prodot-
ti inscatolati sono ottenuti con trattamenti termici blandi (F0 = 0,1-0,6).
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13.5.3  Interazione con gli ingredienti di salatura e con altri fattori

L’effetto dell’interazione di tutti gli ingredienti e fattori coinvolti nelle carni salate e trattate
termicamente sull’attività antibotulinica è stato osservato circa quarant’anni fa e diversi stu-
diosi hanno sottolineato che i sali impiegati per la cura delle carni semiconservate sono più
efficaci nell’inibire le spore danneggiate dal calore che quelle non danneggiate49,160. Ricor-
rendo per l’inibizione solo alla salamoia e al pH, sono richieste concentrazioni più elevate
della prima all’aumentare del secondo; secondo Chang e colleghi32 nelle conserve di carne
in scatola l’effetto inibitorio del sale sulle spore danneggiate termicamente potrebbe essere
più importante del fattore Perigo. Con salmone affumicato, inoculato con 102 spore per
grammo di C. botulinum tipo A e E e conservato in film impermeabile all’ossigeno, la pro-
duzione di tossine E e A è stata inibita in 7 giorni, rispettivamente, con il 3,8 e il 6,1% di
NaCl in fase acquosa. Con 100 ppm o più di NO2, è stato sufficiente solo il 2,5% di NaCl per
inibire la produzione di tossine di tipo E e il 3,5% di NaCl + 150 ppm di NaNO3 per inibire
la produzione di tossine di tipo A. Con incubazioni più lunghe o con inoculi di un maggior
numero di spore, è stato necessario molto più NaCl o NaNO3.

Studiando l’effetto che l’interazione tra NaCl, NaNO2, NaNO3, isoascorbato, polifosfato,
temperature del trattamento termico e rapporto temperatura/tempo di conservazione esercita
sullo sviluppo e sulla germinazione delle spore negli impasti di carne di maiale, Roberts e
colleghi158 hanno osservato che era possibile ottenere significative riduzioni nella produzio-
ne di tossina aumentando ciascun fattore coinvolto singolarmente. È appurato che bassi valo-
ri di pH – risultanti sia dall’aggiunta di acidi sia dallo sviluppo di batteri lattici – sono anta-
gonisti della crescita e della produzione di tossine da parte di C. botulinum. Aggiungendo al
bacon lo 0,9% di saccarosio insieme a L. plantarum, solo 1 campione su 49 è diventato tos-
sico dopo 4 settimane; aggiungendo invece solo saccarosio, 50 campioni su 52 sono diven-
tati tossici in 2 settimane189. Aggiungendo solo nitrito in concentrazione di 40 ppm, 47 cam-
pioni su 50 sono diventati tossici dopo 2 settimane, ma quando insieme ai 40 ppm di nitrito
sono stati aggiunti lo 0,9% di saccarosio e un inoculo di L. plantarum, nessuno dei 30 cam-
pioni esaminati è diventato tossico. Sebbene ciò fosse molto probabilmente un effetto diret-
to del pH, altri fattori possono essere stati coinvolti. In studi successivi il bacon è stato pre-
parato con l’aggiunta di 40 o 80 ppm di NaNO2 + 0,7% di saccarosio seguita dall’inoculo di
Pediococcus acidilactici. Nel bacon inoculato con spore di C. botulinum tipo A e B, confe-
zionato sotto vuoto e incubato fino a 56 giorni a 27 °C le proprietà antibotuliniche sono risul-
tate superiori rispetto al controllo preparato solo con 120 ppm di NaNO2 (senza saccarosio o
inoculo di batteri lattici)188. Il bacon preparato con tale formulazione (Wisconsin process) è
stato preferito da un panel sensoriale rispetto a quello preparato con il metodo convenziona-
le87. Anche il Wisconsin process, come il metodo tradizionale, impiega 550 ppm di ascorba-
to di sodio o di eritorbato di sodio.

13.5.4  Nitrosammine

Quando il nitrito reagisce con le ammine secondarie, si formano le nitrosammine, la maggior
parte delle quali è notoriamente carcinogena. In generale, la via che porta alla formazione di
nitrosammine è la seguente:

La dimetilammina reagisce con il nitrito per formare N-nitrosodimetilammina:

R NH HONO R N NO H OH+
2 2 2 2+ ⎯ →⎯⎯ +-
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Oltre alle ammine secondarie, anche le ammine terziarie e i composti dell’ammonio qua-
ternario reagiscono con il nitrito formando nitrosammine in condizioni acide. Nelle carni e
nei prodotti ittici trattati sono stati riscontrati bassi livelli di nitrosammine. L’isoascorbato
inibisce la formazione di nitrosammine.

È stato dimostrato che, a valori di pH neutri, lattobacilli, enterococchi, clostridi e altri bat-
teri possono nitrosare le ammine secondarie in presenza di nitrito79. Il fatto che la nitrosazio-
ne si verifichi a pH prossimi alla neutralità indicherebbe che il processo è di tipo enzimatico,
sebbene non siano stati recuperati enzimi liberi (esoenzimi)80. Diverse specie di cocchi cata-
lasi-negativi, compresi E. faecalis, E. faecium e L. lactis, si sono dimostrati capaci di forma-
re nitrosammine, a differenza di altri batteri lattici e di Pseudomonas spp.36, ma non sono state
trovato prove che supportassero la natura enzimatica della reazione. S. aureus e alobatteri, iso-
lati da pesce marino salato (contenente nitrosammine), hanno prodotto nitrosammine quando
inoculati in omogeneizzati di pesce salato contenente 40 ppm di NO3 e 5 ppm di NO2

58.

13.5.5  Nitrito-sorbato e altre combinazioni con nitriti

Nel tentativo di ridurre il potenziale pericolo della formazione di N-nitrosammina nel bacon,
nel 1978 l’USDA ha ridotto il livello di NO2 consentito per il bacon a 120 ppm e fissato a 10
ppb il livello massimo per le nitrosammine. Sebbene 120 ppm di nitrito, insieme a 550 ppm
di ascorbato o di eritorbato di sodio, siano adeguati per ridurre il rischio di botulismo, è
auspicabile ridurre ulteriormente il loro livello quando la protezione contro la produzione
delle tossine può essere conseguita con concentrazioni più basse. A tale scopo, nel 1978 è
stato proposto di impiegare per il bacon 40 ppm di nitrito in combinazione con lo 0,26% di
sorbato di potassio, ma tale formulazione è stata abbandonata l’anno successivo poiché panel
sensoriali hanno rilevato effetti indesiderabili. Contemporaneamente, molti gruppi di ricerca
hanno dimostrato che lo 0,26% di sorbato in combinazione con 40 o 80 ppm di nitrito sono
efficaci per prevenire la produzione di tossina botulinica.

In uno studio iniziale sull’efficacia di 40 ppm di nitrito + sorbato per prevenire o ritardare
la produzione di tossina botulinica in bacon commerciale, Ivey e colleghi90 hanno utilizzato
un inoculo di 1100 spore, di tipo A e B, per grammo e hanno incubato il prodotto a 27 °C fino
a 110 giorni. Senza l’aggiunta di nitrito e di sorbato il tempo necessario per rilevare campio-
ni tossici è stato di 19 giorni; con 40 ppm di nitrito, senza sorbato, la tossicità si è manifesta-
ta in 27 giorni; nei campioni con 40 ppm di nitrito e 0,26% di sorbato oppure solo 0,26% di
sorbato la tossicità è stata rilevata dopo oltre 110 giorni. Queste ridotte concentrazioni di nitri-
to sono risultate in livelli più bassi di nitrosopirrolidina nel bacon cotto. Risultati piuttosto dif-
ferenti sono stati riportati da Sofos e colleghi184 (tabella 13.2), che hanno dovuto impiegare 80
ppm di nitrito per ottenere campioni privi di tossine dopo 60 giorni. Oltre all’effetto inibito-
rio su C. botulinum, il sorbato rallenta la scomparsa del nitrito durante la conservazione183.

L’isoascorbato aumenta l’effetto inibitorio del nitrito sequestrando il ferro, sebbene in
alcune condizioni possa ridurre l’efficienza del nitrito accelerandone la scomparsa195,197. 

L’acido etilendiamminotetracetico (EDTA) in concentrazione di 500 ppm sembra essere
anche più efficace dell’eritorbato nel potenziare l’effetto del nitrito; tuttavia pochi studi sono
stati riportati a riguardo. 
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Un altro composto chelante, l’8-idrossichinolina, è stato testato come agente coadiuvante
il nitrito: impiegandone 200 ppm in combinazione con 40 ppm di nitrito, una miscela di spore
botuliniche di tipo A e B è stata inibita per 60 giorni a 27 °C in carne di maiale macinata150.

In uno studio sulle interazioni tra nitrito e sorbato l’efficacia relativa della combinazione
è risultata dipendente da altri ingredienti usati per la salatura e dai parametri del prodotto.
Impiegando liver veal agar a pH 5,8-6,0, specifico per la ricerca di microrganismi anaerobi,
la velocità di germinazione delle spore botuliniche di tipo E si riduceva fin quasi allo zero
con 1,0, 1,5 o 2,0% di sorbato, ma a pH 7,0-7,2 con le stesse concentrazioni si verificava la
germinazione e lo sviluppo di cellule di forma anomala175. Quando 500 ppm di nitrito sono
stati aggiunti insieme al sorbato al terreno con pH più elevato, si è verificato un incremento
della lisi cellulare. Gli autori dello studio hanno anche osservato che, al valore di pH più ele-
vato, 500 ppm di acido linoleico da solo prevenivano sia la germinazione delle spore sia lo
sviluppo cellulare. In impasti di carne di maiale, aumentando la concentrazione di NaCl o
riducendo il pH e la temperatura di conservazione, il sorbato di potassio diminuiva signifi-
cativamente la produzione di tossine da parte di spore di tipo A e B159. Per inibire la cresci-
ta di C. perfringens nei würstel di pollo, una miscela di sorbato e betalaina si è dimostrata
efficace come il sistema tradizionale basato sull’impiego di nitrito 201.

13.5.6  Modalità d’azione

Sembra che i nitriti inibiscano C. botulinum interferendo con enzimi contenenti ferro e zolfo,
come la ferredossina, prevenendo così la sintesi di adenosintrifosfato (ATP) a partire da piru-
vato. La prima evidenza diretta a riguardo è quella di Woods e colleghi212, che hanno dimo-
strato che il sistema fosforoclastico di C. sporogenes è inibito da NO2; più tardi hanno dimo-
strato che lo stesso meccanismo avviene in C. botulinum, con un accumulo di acido piruvi-
co nel mezzo di crescita211. 

La reazione fosforoclastica implica la rottura del piruvato con fosfato inorganico e coen-
zima A per produrre acetil fosfato. In presenza di adenosindifosfato (ADP), l’ATP viene sin-
tetizzato a partire dall’acetil fosfato con produzione di acetato. Nella rottura del piruvato gli
elettroni vengono trasferiti prima alla ferredossina e da questa ai protoni H + per formare H2

in una reazione catalizzata dall’idrogenasi. La ferredossina e l’idrogenasi sono proteine o
enzimi (non eme) contenenti ferro-zolfo.

Dopo il lavoro di Woods e Wood 211 il risultato più significativo è stato quello di Reddy e
colleghi155, che, sottoponendo estratti di C. botulinum trattato con nitrito-ascorbato a risonan-
za magnetica nucleare, trovarono che l’ossido nitrico reagiva con i complessi ferro-zolfo per
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Tabella 13.2 Effetto di nitrito e sorbato sulla produzione di tossine
in bacon inoculato con spore di C. botulinum tipo A e B e mantenuto
fino a 60 giorni a 27 °C

Trattamento % di campioni tossici

Controllo (assenza di NO2 e di sorbato) 90,0
0,26% di sorbato, assenza NaNO2 58,8
0,26% di sorbato, 40 ppm NaNO2 22,0
0,26% di sorbato, 80 ppm NaNO2 0,0
Assenza di sorbato, 120 ppm NaNO2 0,4

(Da Sofos et al.184 )



formare complessi ferro-nitrosile, la cui presenza risultava nella distruzione degli enzimi
contenenti ferro-zolfo, come la ferredossina.

La resistenza dei batteri lattici all’inibizione da nitrito è ben nota, ma la ragione di ciò è
chiara solo ora: questi microrganismi non possiedono ferredossina. I clostridi contengono sia
ferredossina sia idrogenasi, coinvolte nel trasporto degli elettroni nella rottura anaerobica del
piruvato per produrre ATP, H2 e CO2. Nei clostridi la ferredossina ha un peso molecolare di
6000 dalton e contiene otto atomi di ferro e otto atomi di zolfo per mole. 

Sebbene il primo risultato sperimentale definitivo sia stato riportato nel 1981, lavori pre-
cedenti avevano già indicato gli enzimi contenenti ferro e zolfo come probabili bersagli dei
nitriti. Nel 1976 O’Leary e Solberg143 avevano dimostrato che in C. perfringens l’inibizione
da nitriti causava una riduzione del 91% della concentrazione dei gruppi sulfidrilici liberi dei
composti cellulari solubili. Due anni più tardi, Tompkin e colleghi196 avevano ipotizzato che
nelle cellule vegetative di C. botulinum l’ossido nitrico reagisse con il ferro, forse quello
della ferredossina. L’inibizione da parte dei nitriti del trasporto attivo e del trasporto degli
elettroni è stata osservata da diversi ricercatori; questi effetti sono consistenti con l’inibizio-
ne da nitriti degli enzimi ferro non eme, come la ferredossina e l’idrogenasi159,217. Il poten-
ziamento dell’inibizione in presenza di agenti sequestranti può essere dovuto alla reazione di
tali composti con il ferro del substrato: una maggiore quantità di nitrito diviene disponibile
per la produzione di NO e per la reazione con i microrganismi.

13.5.7  Riassunto degli effetti dei nitriti

Aggiunti alle carni trasformate – come salsicce, bacon, pesce affumicato e carni salate insca-
tolate – e successivamente sottoposte a trattamento termico a temperatura subletale, i nitriti
possiedono effetti antibotulinici certi; inoltre, determina la formazione del colore e migliora
l’aroma dei prodotti carnei trattati. L’effetto antibotulinico consiste nell’inibizione della cre-
scita delle cellule vegetative e nella prevenzione della germinazione e dello sviluppo delle
spore, che sopravvivono ai trattamenti termici o di affumicatura, durante la conservazione
post processo. I clostridi diversi da C. botulinum sono influenzati in maniera simile. Mentre
per lo sviluppo del colore e dell’aroma sono sufficienti bassi livelli iniziali di nitrito, per l’ef-
fetto antimicrobico sono necessari livelli considerevolmente più elevati.

Quando il nitrito viene riscaldato in alcuni terreni di crescita si forma un fattore di inibi-
zione antibotulinico – noto come fattore Perigo o effetto Perigo – la cui esatta identità non
è ancora nota. Tale fattore non si forma nei mezzi sterilizzati e filtrati; si sviluppa nelle carni
in scatola solo quando il nitrito è presente durante il riscaldamento. Per l’attività antibotuli-
nica, il livello iniziale di nitrito è più importante di quello residuo. Una volta formato, il fat-
tore Perigo non è influenzato in misura significativa dalle variazioni di pH. I livelli di nitri-
to diminuiscono considerevolmente sia durante il riscaldamento delle carni sia durante la
conservazione post processo (in misura tanto maggiore quanto più elevate sono le tempera-
ture di conservazione).

L’attività antibotulinica del nitrito è correlata al pH, al contenuto di sale, alla temperatu-
ra di incubazione e al numero di spore botuliniche. Le spore danneggiate dal calore sono più
sensibili di quelle non danneggiate. Il nitrito è più efficace in condizioni riducenti (valori
negativi del potenziale di ossido riduzione Eh).

I nitriti non diminuiscono la termoresistenza delle spore; la loro attività antibotulinica non
è influenzata dall’ascorbato, ma agiscono sinergicamente con esso nella formazione del colo-
re. I batteri lattici sono relativamente resistenti ai nitriti. Le endospore restano vitali in presen-
za dell’effetto antibotulinico, per germinare quando sono trasferite su terreni privi di nitriti.
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Il pK del nitrito è 3,29; di conseguenza a bassi valori di pH è presente come acido nitro-
so indissociato. La massima concentrazione della forma indissociata dell’acido nitroso, e
quindi la maggiore attività antibatterica, si hanno a pH compresi tra 4,5 e 5,5.

Nordin141 ha osservato che la velocità di esaurimento o scomparsa del nitrito nel prosciut-
to era proporzionale alla sua concentrazione e correlata esponenzialmente alla temperatura e
al pH. La velocità di esaurimento raddoppiava per ogni aumento della temperatura di 12,2 °C
o per ogni diminuzione del pH di 0,86 unità e non era influenzata dalla denaturazione termi-
ca del prosciutto. A temperatura ambiente queste correlazioni non erano valide, a meno che
il prodotto non fosse stato prima riscaldato, suggerendo che microrganismi vitali contribui-
vano al suo esaurimento. 

Sembra che l’attività antibotulinica del nitrito sia dovuta all’inibizione di enzimi ferro-
zolfo, non eme.

13.6  Sanitizzanti degli alimenti

Numerosi composti chimici sono stati studiati per valutarne l’efficacia nella distruzione di
patogeni – in particolare ceppi di E. coli entemorragici, L. monocytogenes e salmonelle –
sulle superfici di frutta, verdura e carni. Una delle proprietà ricercate in un sanitizzante per
alimenti è la capacità di conseguire una riduzione di 5 unità logaritmiche della concentrazio-
ne del patogeno di interesse. Oltre che sulla superficie degli alimenti, alcune di queste
sostanze vengono applicate direttamente sulle superfici delle attrezzature utilizzate per la
lavorazione e la conservazione degli alimenti. Le sostanze considerate in questo paragrafo
non sono additivi alimentari come quelli trattati in altre parti del capitolo. Di seguito viene
presentata una breve sintesi dei composti che hanno ricevuto maggiore attenzione. (Per
approfondimenti, si consiglia la consultazione del riferimento bibliografico 60.)

13.6.1  Clorito di sodio acidificato

Il clorito di sodio acidificato (ASC), prodotto dall’Alcide Corp., è ottenuto da acido citrico
o fosforico e da NaCl ed è utilizzato sia a spruzzo (circa 5 secondi) sia per immersione (circa
5 minuti di esposizione) a concentrazioni comprese tra 1000 e 1200 ppm. Questo antimicro-
bico è un prodotto della dissociazione del clorito e rompe o distrugge in modo non specifi-
co i legami ossidativi sulla superficie delle membrane cellulari103. Il composto è stato appro-
vato dalla FDA come sanitizzante per pollame, superfici di carni rosse, prodotti ittici, diver-
si prodotti ortofrutticoli e alcune carni trasformate. Per il pollame è utilizzato prima e dopo
il raffreddamento, sulla carcassa intera o sezionata; può essere usato in acqua o in ghiaccio.
Il solfato acido di calcio è una preparazione con caratteristiche simili.

13.6.2  Acqua ossidante elettrolitica

Le proprietà antimicrobiche dell’acqua ossidante elettrolitica (EO) sono state dimostrate per
la prima volta in Russia, negli anni Settanta, e successivamente in Giappone. Viene prepara-
ta in uno speciale dispositivo, dopo aggiunta di acqua di rubinetto e NaCl. La figura 13.2
riporta uno schema dell’intero processo10. L’acqua e il sale (12% circa) sono separati da una
membrana. Quando si applica la tensione elettrica, il prodotto che si forma al catodo ha pH
di 11,4 circa e un potenziale di ossido-riduzione (ORP) di –795 mV, mentre quello che si
forma all’anodo ha pH 2,4-2,6 e un ORP di +1150 mV circa. L’acqua acida contiene cloro
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libero (Cl2) (10-80 ppm) e acido ipocloroso e possiede attività antimicrobica superiore rispet-
to all’acqua catodica (vedi oltre). L’effetto letale dell’acqua ossidante elettrolitica sembra
dovuto più al valore estremo di ORP che ad altri fattori, sebbene alcune evidenze assegnino
un ruolo ad altri costituenti, come l’acido ipocloroso. I batteri Gram-negativi sembrano più
sensibili dei Gram-positivi.

Numerosi studi hanno dimostrato che, in prodotti ortofrutticoli, germogli di soia eccete-
ra, l’acqua EO consente di ridurre la concentrazione dei principali patogeni di 2-5 unità loga-
ritmiche55. Quando comparata contro S. Typhimurium e L. monocytogenes per esposizioni di
5 e 15 minuti a 4 °C, S. Typhimurium risultava ridotta dall’acqua acida di oltre 5 unità loga-
ritmiche dopo 15 giorni, mentre L. monocytogenes era ridotta di oltre 4 unità logaritmiche
(tabella 13.3). L’acqua EO acida era ancora più efficace a 25 °C.

Utilizzando mezzi di coltura, l’esposizione ad acqua EO acida a 4 o 25 °C ha permesso di
ridurre di 7-10 unità logaritmiche la concentrazione di una miscela di 5 ceppi di E. coli
O157:H7, S. enteritidis e L. monocytogenes 203. Dopo esposizione di 10 minuti, si verificava
la completa inattivazione. L’acqua utilizzata in questo studio aveva pH di 2,4-2,6, ORP intor-
no a 1150 mV e 43-86 ppm di Cl2 libero.
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Figura 13.2 Principio di produzione di acqua ossidante elettrolitica (EO)10. Si veda il testo per le spie-
gazioni. (Copyright © 2003 International Association for Food Protection)

Tabella 13.3 Efficacia relativa di acqua EO basica e acida su colture di L. monocytogenes e di S.
Thyphimurium conservate a 4 °C per 5 e 15 giorni (valori della conta aerobia su piastra (APC)/mL
espressi in log10)

Acqua distillata EO basica EO acida

5 gg 15 gg 5 gg 15 gg 5 gg 15 gg

S. Typhimurium 8,47 8,39 7,98 7,87 5,13 3,32
L. monocytogenes 8,73 8,74 8,69 8,77 5,36 4,60

(Da Fabrizio et al.55, modificata)



13.6.3  Lattoferrina attivata (ALF)

Come osservato nel capitolo 3, la lattoferrina è un normale componente del latte fresco che
possiede proprietà antimicrobiche note da molti anni. Si tratta di una glicoproteina con un
peso molecolare di circa 80.000 dalton. È presente anche nella saliva, nelle lacrime e in altri
fluidi corporei. L’activina è un antimicrobico più potente della normale lattoferrina ed è stata
sviluppata dalla A.S. Naidu. Nella forma attivata la lattoferrina è immobilizzata su polisac-
caridi per alimenti, come la carragenina, e solubilizzata in un tampone acido citrico/bicarbo-
nato con NaCl134. È un composto classificato come GRAS dalla FDA.

Alla sua capacità antimicrobica contribuiscono la capacità di chelare il Fe2+ e gli ioni
HCO3–. La lattoferrina si lega alle superfici cellulari e possiede elevata affinità per le protei-
ne della membrana esterna (OMP) dei batteri Gram-negativi. Secondo Naidu la lattoferrina
attivata (activated lactoferrin) è un agente bloccante che interferisce con l’adesione delle cel-
lule batteriche ai tessuti animali135. Essa inibisce anche la crescita e neutralizza le endotossi-
ne. La sua attività contro i virus, sia a RNA sia a DNA, suggerisce che interagisca anche con
gli acidi nucleici. È stata approvata per le carcasse bovine in concentrazione di 65,2 ppm e
può essere applicata a spruzzo o nebulizzata. La ALF non è un agente letale, ma agisce prin-
cipalmente impedendo ai patogeni di colonizzare le superfici della carne. (Il riferimento
bibliografico 134 è ricco di numerose informazioni.)

Una coltura di cellule di rene di felino è stata impiegata per propagare un norovirus (cali-
civirus felino, FCV) e una linea cellulare di rene di scimmia è stata usata per propagare un
poliovirus (PV). Incubando le cellule di rene felino con PCV, sia prima sia insieme alla lat-
toferrina bovina, si sono osservate sostanziali riduzioni delle infezioni FCV122. La lattoferri-
na si è legata a entrambe le linee cellulari, prevenendo apparentemente l’attacco del virus.
La lattoferrina B (peptide cationico derivante dalla regione N-terminale della lattoferrina
bovina) riduce l’adesione di FCV ma non quello di PV122. 

13.6.4  Ozono 

Da oltre 120 anni questo composto gassoso è noto per la sua attività antimicrobica. È un forte
ossidante, come il cloro, ma circa 1,5 volte più potente. È efficace sia in soluzione sia in
forma gassosa. Poiché è più efficace del cloro nella distruzione di Cryptosporidium parvum,
è sempre più utilizzato nei sistemi di trattamento delle acque. Normalmente viene prodotto
da generatori di ozono. Dopo la reazione non lascia residui, ma la sua attività antimicrobica
risulta ridotta dalla presenza di materia organica.

L’odore dell’ozono può essere rilevato a circa 0,01 ppm. La soglia limite per l’esposizio-
ne umana a lungo termine (fissata dall’Office for Safety and Health Administration, OSHA)
è di 0,1 ppm/giorno/settimana di lavoro; per esposizioni di breve durata il limite è 0,3 ppm
per 15 minuti 214. L’ozono agisce a livello della membrana cellulare, alterandone la permeabi-
lità. È considerato GRAS per le acque imbottigliate e su diversi alimenti freschi, ma per il
forte potere ossidante non è raccomandato per le carni rosse. La concentrazione tipicamente
utilizzata è 0,1-0,5 ppm, efficace contro batteri Gram-positivi e Gram-negativi, come pure
contro virus e protozoi108. L’impiego dell’ozono per gli alimenti è consentito in Australia,
Francia e Giappone; negli Stati Uniti è stato riconosciuto GRAS nel 1997. Questo gas si è
dimostrato efficace nel ridurre i patogeni su numerosi prodotti alimentari; il suo effetto sulla
superficie delle mele, sullo stelo e sul calice è mostrato nella figura 13.3, dalla quale risulta
che distrugge E. coli O157:H7 molto più efficacemente sulla superficie delle mele che sullo
stelo o sul calice 2. Per le mele è risultato più efficace l’ozono gorgogliante in acqua rispetto
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all’immersione in acqua ozonata. Utilizzando colture e un tempo di esposizione di 40 secon-
di, 2,5 ppm di ozono riducevano di 5-6 unità logaritmiche quattro specie batteriche (compre-
so E. coli O157:H7)107. D’altra parte, in linfa d’acero una concentrazione di ozono di 0,3-1,0
ppm, con 40 secondi di esposizione, è risultata inefficace come sanitizzante, apparentemente
a causa dell’antagonismo del saccarosio112. L’applicazione di 95 ppm/in2 di ozono a carcasse
bovine a 28 °C, ha determinato una riduzione di E. coli O157:H7 e di S. sierotipo Typhimu-
rium molto più marcata rispetto al lavaggio con acqua30. Per approfondimenti sull’impiego
dell’ozono come sanitizzante per alimenti, si veda il riferimento bibliografico 108.

L’ozono è stato testato contro E. coli O157:H7 in mezzi di coltura: concentrazioni di 3-18
ppm distruggevano il batterio in 20-50 minuti24bis. In un altro studio il gas è stato sommini-
strato mediante un generatore di ozono: il valore di D per 18 ppm è risultato di 1,18 minuti
su tryptic soy agar e di 3,18 minuti in tampone fosfato. Per ottenere il 99% di inattivazione
di circa 10.000 cisti/mL di Giardia lamblia, il valore medio concentrazione × tempo era di
0,17 e 0,53 mg-minuto/L a 25 e a 5 °C, rispettivamente207bis. A 25 °C i protozoi sono risulta-
ti tre volte più sensibili all’ozono che a 5 °C.

13.6.5  Perossido di idrogeno

Questo acido debole, formato in diversa misura da tutti i microrganismi aerobi, viene degra-
dato enzimaticamente dalla catalasi:

2H2O2 → 2H2O + O2
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Come si è visto, il perossido di idrogeno è un potente agente ossidante. In combinazione
con il calore, ha avuto un impiego limitato nella pastorizzazione del latte e nella lavorazio-
ne del saccarosio. Nei sistemi di confezionamento asettico è utilizzato come sterilizzante per
le superfici di poliolefine e di polietilene destinate a venire a contatto con gli alimenti. È
anche impiegato a livelli minimi dello 0,08 o 0,05% nella pastorizzazione dell’albume d’uo-
vo per iniezione fluente. I vapori di perossido di idrogeno hanno una forte azione microbici-
da: i valori di D per alcune specie microbiche di origine alimentare sono riportati nella tabel-
la 13.4. Il perossido di idrogeno impedisce l’ingrossamento delle spore di B. cereus durante
il processo di germinazione, ma non influenza il rilascio di acido dipicolinico126.

Durante l’ultimo decennio l’interesse per tale composto come sanitizzante per gli alimen-
ti è aumentato ed è stato impiegato in combinazione con altri agenti. Oggi la FDA non ne
consente l’utilizzo come sanitizzante per alimenti, tranne quando impiegato con acido aceti-
co per formare acido perossiacetico. Comunque, l’Environmental Protection Agency statuni-
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Tabella 13.4 Valori D (in minuti) per quattro sostanze con effetto sterilizzante nei confronti di
alcuni microrganismi di origine alimentare

Microrganismo D* Concentrazione °C Condizioni Rif. bib.

Perossido di idrogeno
C. botulinum 169B 0,03 35% 88 192
B. coagulans 1,8 26% 25 193
G. stearothermophilus 1,5 26% 25 193
C. sporogenes 0,8 378 ppm 25 Vapore 123
G. stearothermophilus 1,5 370 ppm 25 Vapore 123
B. subtilis ATCC 95244 1,5 20% 25 186
B. subtilis A 7,3 26% 25 192

Ossido di etilene
C. botulinum 62A 11,5 700 mg/L 40 47% RH 167
C. botulinum 62A 7,4 700 mg/L 40 23% RH 208
C. sporogenes 3,25 500 mg/L 54,4 40% RH 105
ATCC 7955
B. coagulans 7,0 700 mg/L 40 33% RH 16
B. coagulans 3,07 700 mg/L 60 33% RH 16
G. stearothermophilus 2,63 500 mg/L 54,4 40% RH 105
ATCC 7953
L. brevis 5,88 700 mg/L 30 33% RH 16
D. radiodurans 3,00 500 mg/L 54,4 40% RH 105

Ipoclorito di sodio
A. niger conidiospore 0,61 20 ppm* 20 pH 3,0 33
A. niger conidiospore 1,04 20 ppm* 20 pH 5,0 33
A. niger conidiospore 1,31 20 ppm* 20 pH 7,0 33

Iodio (1⁄2 I 2)
A. niger conidiospore 0,86 20 ppm 20 pH 3,0 33
A. niger conidiospore 2,04 20 ppm 20 pH 7,0 33
A. niger conidiospore 1,15 20 ppm 20 pH 5,0 33

* Come cloro.



tense ne permette l’impiego in concentrazione dell’1% per il lavaggio di alcuni prodotti agri-
coli dopo la raccolta168.

È stato osservato che il 5% di H2O2, applicato su mele inoculate con un ceppo non pato-
geno di E. coli, ha un’efficacia solo marginale, poiché questo batterio aderisce a siti inacces-
sibili e riesce a sopravvivere e a crescere in nicchie ristrette169. Va considerato che la vita di
questo composto sui prodotti ortofrutticoli può essere ridotta dalla presenza di catalasi nel
prodotto. Per una rassegna sull’impiego di perossido di idrogeno su frutta e verdura si con-
siglia la consultazione del riferimento bibliografico 168.

Utilizzando una linea cellulare di intestino ileocecale umano si è osservato che concentra-
zioni dello 0,025% di tale composto consentono di ridurre di oltre 5 unità logaritmiche l’in-
fettività di Cryptosporidium parvum in sidro di mela, succo di arancia e succo d’uva110. Gli
acidi malico, citrico e tartarico in concentrazioni dell’1-5% inibiscono il protozoo fino
all’88%. Il trattamento di foglie di lattuga con il 2% di H2O2 a 50 °C per 60 secondi può
ridurre di 4 unità logaritmiche E. coli O157:H7 e di 3 unità logaritmiche S. Enteritidis, senza
influenzare la qualità sensoriale117.

13.6.6  Cloro e altri agenti chimici

In natura il cloro non esiste in forma libera (Cl2), ma è presente in diverse forme combinate,
come il cloruro di calcio (CaCl2). Tuttavia, la forma molecolare Cl2 è quella richiesta per la
sanitizzazione ed è ottenuta da composti quali clorito di sodio (NaClO2), ipoclorito di sodio
(NaClO) e diossido di cloro (ClO2). In una certa misura è simile all’ozono e al perossido di
idrogeno, anch’essi forti ossidanti, ma non possiede la stessa forza dell’ozono; tuttavia, a dif-
ferenza di Cl2 e O3, il perossido di idrogeno agisce sul DNA. Il cloro è largamente impiega-
to per la disinfezione dell’acqua potabile e di quella delle piscine; da lungo tempo è utiliz-
zato come disinfettante per le superfici destinate al contatto con gli alimenti e alla loro lavo-
razione e per gli scarichi a pavimento.

Tra gli altri agenti testati come potenziali disinfettanti per le industrie alimentari vi sono:
cloruro di cetilpiridinio, composti di ammonio quaternario (diversi), acido peracetico (peros-
siacetico), FIT (un prodotto alcalino per il lavaggio di ortofrutta contenente sette ingredien-
ti GRAS), Tsunami (una soluzione di acido perossiacetico), Avgard (contenente fosfato) e
calcio calcinato11. Una sintesi degli effetti comparativi di alcuni di questi agenti come sani-
tizzanti per alimenti è presentata nelle prossime tre tabelle.

L’efficacia relativa del Cl2 e del calcio calcinato in termini di numero di riduzioni deci-
mali di E. coli O157:H7, S. Typhimurium e L. monocytogenes sulla superficie di pomodori,
è riportata nella tabella 13.5, dalla quale risulta che il calcio calcinato determina una riduzio-
ne di oltre 7 unità logaritmiche rispetto alle 2-3 unità del Cl2

11.
Nella tabella 13.6, che riporta l’efficacia relativa di cloro, ASC, H2O2 e Tsunami nella

riduzione del valore di APC su meloni (varietà cantalupo e honeydew) e asparagi146, si può
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Tabella 13.5 Efficacia di calcio calcinato e cloro nel ridurre la concentrazione
di E. coli O157:H7, S. enteritidis e L. monocytogenes sulla superficie di pomodoro11

(I valori rappresentano la riduzione espressa in unità logaritmiche)

Microrganismo Cloro Calcio calcinato

Escherichia coli O157:H7 3,4 7,85
Salmonella Enteritidis 2,1 7,36
Listeria monocytogenes 2,3 7,59



osservare che 2000 ppm di cloro e 1200 ppm di ASC hanno mostrato la maggiore efficacia.
L’asparago si è dimostrato il più difficile dei prodotti presi in esame per tutti e quattro gli
agenti disinfettanti.

Numerosi studi hanno dimostrato come la formazione del biofilm, sia sulle superfici desti-
nate alla lavorazione degli alimenti sia su alcuni alimenti, antagonizzi l’azione della maggior
parte, se non di tutti, gli agenti sanitizzanti nel rimuovere o distruggere i patogeni di origine
alimentare. In uno studio dettagliato, Frank e colleghi61 hanno confrontato l’efficacia di
diversi sanitizzanti nell’inattivazione di L. monocytogenes: i valori della riduzione logaritmi-
ca media di questo microrganismo nel biofilm coperto da proteine e grassi sono riassunti
nella tabella 13.7. ASC è risultato il più efficace tra le quattro combinazioni di sanitizzanti
testate, seguito da acido peracetico+acido ottanoico e da un composto dell’ammonio quater-
nario. I biofilm sono discussi nel capitolo 22.

Per ridurre il numero di E. coli O157:H7 su mele Braeburn fresche intere, sono state testa-
te tre preparazioni commerciali di sanitizzanti: Tsunami 100, AgClor 300/tampone Decco
(una soluzione tampone fosfato cloro) e Oxina (ClO2). Le mele sono state esposte fino a 15
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Tabella 13.6 Efficacia relativa di quattro sanitizzanti (tempo di esposizione 3 minuti) sulla
conta aerobia su piastra (in log10 ufc) di melone cantalupo, melone honeydew e asparago

Melone Melone
Trattamento cantalupo honeydew Asparago

Acqua (controllo) 5,49 3,81 6,71
Cloro 200 ppm 4,73 3,48 6,35
Cloro 2000 ppm 2,86 1,48 6,05
ASC 850 ppm 3,48 2,14 6,14
ASC 1.200 ppm 3,35 1,32 6,19
H2O2, 0,2% 4,53 3,40 6,58
H2O2, 1,0% 5,15 2,89 6,31
Tsunami, 40 ppm 4,61 2,44 6,51
Tsunami, 80 ppm 4,87 3,13 6,49

(Dati da Park e Beuchat146)

Tabella 13.7 Confronto dei trattamenti sanitizzanti per l’inattivazione
di un biofilm di L. monocytogenes ricoperto da proteine (4 mg) e grassi
(365 mg). Analisi statistica effettuata sui dati combinati per tutti i tempi
di trattamento e ai livelli di impiego raccomandati

Trattamento sanitizzante Riduzione log10 media*

Clorito di sodio acidificato 6,02A

Acido peracetico + acido ottanoico 5,50B

Composti di ammonio quaternario 5,47B

Acido peracetico 4,78C

Ipoclorito di sodio 4,75C

Acqua < 2,0D

* Separazione media per mezzo del test di Duncan basato su intervalli multipli;
medie con apici diversi (A, B, C, D) indicano differenze significative a P = 0,05.
(Da Frank et al.61, copyright © 2003 International Association for Food Protection)



minuti. Un lavaggio con acqua ha ridotto i patogeni di circa 2 unità logaritmiche; quando uti-
lizzati alle concentrazioni raccomandate, nessuno dei sanitizzanti ha determinato 5 riduzio-
ni logaritmiche. Tuttavia, quando utilizzati a concentrazioni di circa 2-16 volte quella racco-
mandata, lo Tsunami (1280 ppm) ha causato una riduzione di 5,5 unità logaritmiche, l’Ag-
Clor (3200 ppm) di circa 4,5 e l’Oxina (80 ppm) di circa 4,0 209. A nessuna concentrazione
testata il diossido di cloro ha determinato una riduzione di 5 unità logaritmiche.

Il prodotto contenente acido perossiacetico si è dimostrato il più efficace in questo studio.
La figura 13.4 riporta l’effetto di 1000 ppm di Cl2 e del 5% di H2O2 su S. Stanley sulle super-
fici di meloni cantalupo200; entrambi gli agenti sono stati più efficaci del lavaggio con acqua
dopo 6 giorni a 20 °C.

Nove sostanze chimiche volatili sono state testate per la distruzione di Salmonella spp.
su semi e germogli di alfalfa: i tre composti più efficaci sono stati acido acetico, aldeide cin-
namica e timolo, che hanno determinato riduzioni > 3 log10 ufc/g rispetto a circa 1,9 log10

ufc/g del controllo206. I composti (1000 mg/L di aria) sono stati esposti fino a 7 ore a 50 °C.
L’isotiocianato di allile (AIT) è risultato letale per il patogeno, ma ha influenzato negativa-
mente la qualità organolettica del prodotto. Per distruggere Salmonella e E. coli O157:H7
sui semi di alfalfa sono stati testati FIT e cloro. A 20 000 ppm il cloro ha ridotto i patogeni
anche di 2,5 unità logaritmiche dopo 30 minuti di esposizione, mentre la riduzione ottenuta
con il FIT è stata fino a 2,3 unità logaritmiche15. Nessun agente ha eliminato completamen-
te i patogeni dai semi.

Per la sanitizzazione di lattuga prelevata da punti vendita al dettaglio, quattro agenti sono
stati confrontati con 200 ppm di ipoclorito di sodio; dopo un tempo di esposizione di 15
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minuti, rispetto a NaClO sono risultati equivalenti, o più efficaci, il 4% di acido acetico, 80
ppm di acido peracetico, 200 ppm di dicloroisocianurato di sodio e il 50% di aceto136. In un
altro studio, della lattuga Iceberg è stata inoculata con circa 108 ufc di microflora alterante
tipica della lattuga e trattata con Cl2 (fino a 200 ppm) e con ozono (fino a 7,5 ppm), in
aggiunta a questi sanitizzanti combinati; la maggiore riduzione della carica microbica è stata
di 1,4 unità logaritmiche, ottenuta con 7,5 ppm di ozono +150 ppm di cloro 66.

La difficoltà di distruggere i patogeni sui semi, quali alfalfa, senza distruggere la loro
capacità di germinare, è dimostrata da uno studio che ha valutato sette sanitizzanti contro una
miscela di 6 sierotipi di Salmonella precedentemente coinvolti in epidemie di origine alimen-
tare (Salmonella Montevideo, S. Gaminara, S. Infantis, S. Anatum, S. Cubana e S. Stanley).
Dopo 10 minuti di esposizione, la riduzione microbica variava tra 2 e 3,2 unità logaritmiche
per i seguenti agenti sanitizzanti: 20.000 ppm di Ca(ClO)2; 5% di Na3PO4; 8% di H2O2; 1%
di Ca(OH)2; 1% di calcio calcinato, 5% di acido lattico e 5% di acido citrico207.

È stato valutato l’effetto dei vapori di isotiocianato contro ceppi antibiotico-resistenti di
E. coli O157:H7 e contro S. Montevideo e L. monocytogenes inoculati su lattuga 118. La lat-
tuga iceberg è stata inoculata con concentrazioni fino a 107-108 ufc/g e mantenuta a 4 °C fino
a 4 giorni; con i vapori generati da 400 μL di isotiocianato di allile sono state ottenute ridu-
zioni fino a 8 unità logaritmiche di E. coli O157:H7 (in 2 giorni) e di S. Montevideo (in 4
giorni). Complessivamente, l’isotiocianato di allile si è mostrato più efficace dell’isotiocia-
nato di metile contro i due patogeni Gram-negativi; la forma metilica è risultata invece più
efficace contro L. monocytogenes118.

Su würstel di tacchino L. monocytogenes è stato controllato utilizzando uno dei quattro
composti chimici GRAS in concentrazioni dello 0,3%/würstel. Dopo essere stati inoculati
con 106 ufc/mL di una miscela costituita da cinque ceppi, i würstel venivano immersi nelle
soluzioni attive per 1 minuto ciascuno e mantenuti a 4, 13 e 22 °C 89. Tutti gli agenti testati
singolarmente hanno determinato un’immediata riduzione di 1-2 unità logaritmiche; dopo 14
giorni a 4 °C la riduzione era di 3-4 unità logaritmiche, mentre i würstel non trattati si sono
alterati entro 7 giorni a 22 °C. In prezzemolo tritato, inoculato con circa 103 o 106 ufc/g di
Shigella sonnei, il patogeno aumentava di circa 3 unità logaritmiche dopo un giorno mante-
nendo il prodotto a 21 °C per 14 giorni, mentre diminuiva di circa 2,5-3,0 unità logaritmiche
dopo 14 giorni mantenendo il prodotto a 4 °C 213. Con aceto (5,2% di acido acetico) o 200
ppm di cloro libero per 5 minuti a 21 °C, si conseguiva una riduzione di oltre 6 unità loga-
ritmiche; con il 7,6% di acido acetico o 250 ppm di cloro libero la riduzione era di 7-7,3 unità
logaritmiche 213. L’effetto dell’ipoclorito e del ClO2 è stato valutato sulle spore batteriche; in
uno studio che utilizzava spore di B. subtilis né l’ipoclorito né il diossido di cloro hanno cau-
sato il rilascio di acido dipicolinico (DPA), ma le spore così trattate, a differenza di quelle
non trattate, rilasciavano il DPA molto più facilmente con un successivo normale trattamen-
to termico subletale 219. 

13.7  NaCl e zuccheri

Questi composti sono trattati insieme perché le loro modalità di azione nella conservazione
degli alimenti sono simili. Il cloruro di sodio è stato utilizzato come conservante sin dall’an-
tichità; i primi impieghi documentati riguardavano la conservazione della carne. Infatti, a
elevate concentrazioni il sale esercita un effetto disidratante sia sugli alimenti sia sui micror-
ganismi. Soluzioni saline allo 0,85-0,90% determinano una condizione isotonica per i
microrganismi non marini; in questo caso, le poporzioni di sale e di acqua sono uguali da
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entrambi i lati della membrana cellulare e l’acqua attraversa la membrana indifferentemen-
te in entrambe le direzioni. Quando le cellule microbiche vengono sospese in una soluzione
salina al 5%, la concentrazione di acqua risulta più elevata all’interno della cellula che
all’esterno (la concentrazione di acqua è maggiore dove la concentrazione di soluto è mino-
re); per diffusione l’acqua si sposta dall’area in cui la sua concentrazione è più elevata a
quella in cui è più bassa. In questo caso, la quantità d’acqua che esce dalla cellula è superio-
re a quella che vi entra. Il risultato di questo trasferimento è la plasmolisi, che comporta
l’inibizione della crescita e talora anche la morte. In sostanza è ciò che accade quando si
aggiungono grandi quantità di sale alle carni fresche per conservarle. Sia le cellule microbi-
che sia quelle della carne subiscono la plasmolisi (shrinkage, riduzione del volume), che
comporta la disidratazione della carne e l’inibizione o la morte delle cellule microbiche.
Occorre impiegare quantità di sale sufficienti per determinare condizioni ipertoniche. Quan-
to più elevata è la concentrazione del sale, tanto maggiori sono gli effetti di disidratazione e
di conservazione. In assenza di refrigerazione, il pesce e altre carni possono essere preser-
vati efficacemente mediante salatura. A differenza di altri conservanti chimici, gli effetti ini-
bitori del sale non dipendono dal pH. La maggior parte dei microrganismi non marini può
essere inibita dal 20% o meno di NaCl, mentre alcune muffe tollerano generalmente concen-
trazioni superiori.

I microrganismi che possono crescere in presenza di elevate concentrazioni di sale e quel-
li che le richiedono sono definiti alofili; quelli che sono in grado di sopravvivere ma non di
crescere in tali condizioni sono invece detti alodurici (alotolleranti). L’interazione del cloru-
ro di sodio con i nitriti e altri agenti nell’inibizione di C. botulinum è stata discussa nel para-
grafo dedicato a nitriti e nitrati.

Gli zuccheri, come il saccarosio, esercitano il loro effetto conservante essenzialmente
nella stessa maniera del sale. Una delle principali differenze riguarda la concentrazione rela-
tiva. In generale, occorrono concentrazioni di saccarosio circa sei volte maggiori di quelle di
NaCl per ottenere lo stesso grado di inibizione. Gli impieghi più comuni degli zuccheri come
agenti protettivi sono nella produzione di conserve di frutta, canditi, latte condensato e simi-
li. La stabilità di alcuni dolci e di altri prodotti è dovuta in gran parte all’effetto protettivo di
elevate concentrazioni di zucchero che, come il sale, rende l’acqua non disponibile ai micror-
ganismi. In uno studio139 microrganismi patogeni inoculati a concentrazioni di circa 105/g in
sciroppi (come sciroppo di mais a elevato contenuto di fruttosio) non erano rilevabili dopo 3
giorni di conservazione alle normali temperature; secondo gli autori la contaminazione acci-
dentale di questi prodotti da parte di patogeni non dovrebbe, quindi, costituire un rischio per
la salute pubblica.

I microrganismi differiscono nella loro risposta a concentrazioni ipertoniche di zuccheri;
lieviti e muffe sono meno suscettibili dei batteri e alcuni possono crescere anche in presen-
za del 60% di saccarosio, mentre la maggior parte dei batteri è inibita da concentrazioni
molto inferiori. I microrganismi che possono crescere in presenza di elevate concentrazioni
di zuccheri sono definiti osmofili; quelli che possono sopravvivere, ma non crescere, in tali
condizioni sono detti osmodurici. Alcuni lieviti osmofili, come Zygosaccharomyces rouxii,
possono crescere in presenza di concentrazioni di zucchero molto elevate.

13.8  Antimicrobici secondari

I composti e i prodotti presentati in questo paragrafo sono aggiunti agli alimenti principalmen-
te per funzioni diverse dalla loro azione antimicrobica; sono pertanto additivi multifunzionali.
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13.8.1  Antiossidanti

Sebbene utilizzati negli alimenti principalmente per prevenire l’autossidazione dei lipidi, gli
antiossidanti fenolici, elencati nella tabella 13.8, si sono dimostrati in grado di esplicare atti-
vità antimicrobica contro un ampio spettro di microrganismi, compresi alcuni virus, mico-
plasmi e protozoi. Questi composti sono stati testati a fondo come agenti coadiuvanti i nitri-
ti nelle carni trattate e in combinazione con altri inibitori; in materia sono state pubblicate
diverse ottime rassegne 19,63.

Il butilidrossianisolo (BHA), il butilidrossitoluene (BHT) e il terz-butil-idrossichinone
(TBHQ) sono in grado di inibire batteri Gram-positivi e Gram-negativi, come pure lieviti e
muffe, a concentrazioni comprese tra 10 e 1000 ppm, a seconda del tipo di substrato. In
generale, per inibire i microrganismi all’interno degli alimenti sono necessarie concentrazio-
ni più elevate di quelle richieste per i mezzi di coltura, specialmente per gli alimenti a ele-
vato contenuto di grassi. Contro Bacillus spp., il BHA si è dimostrato 50 volte meno effica-
ce in carne di pollo che in nutrient broth180. BHA, BHT, TBHQ e gallato di propile (PG) sono
risultati meno efficaci in carne di maiale macinata che in mezzi di coltura 65. Sebbene i ceppi
di alcune specie microbiche mostrino ampie variazioni nella sensibilità a questi composti
antiossidanti, BHA e TBHQ sembrano molto più efficaci verso batteri e funghi del BHT,
mentre quest’ultimo risulta più virostatico. Per prevenire la crescita di C. botulinum in un
terreno precedentemente ridotto (ipossidico), sono stati necessari 50 ppm di BHA e 200 ppm
di BHT; 200 ppm di PG sono risultati, invece, inefficaci156. In un altro studio, impiegando
16 Gram-negativi e 8 Gram-positivi in mezzo di coltura, Gailani e Fung 65 hanno riscontra-
to una maggiore sensibilità nei batteri Gram-positivi a BHA, BHT, TBHQ e PG; ciascuno di
questi composti è risultato più efficace in nutrient agar che in brain heart infusion (BHI)
broth. L’efficacia relativa è stata: in agar nutriente BHA > PG > TBHQ > BHT; in BHI broth
TBHQ > PG > BHA > BHT. La germinazione dei conidi di quattro specie di Fusarium è stata
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Tabella 13.8 Alcuni antimicrobici chimici GRAS ad azione secondaria utilizzati negli alimenti

Microrganismi 
Composto Impiego principale più sensibili

Butilidrossianisolo (BHA) Antiossidante Batteri, alcuni funghi
Butilidrossitoluene (BHT) Antiossidante Batteri, virus, funghi
terz-Butil-idrossichinone (TBHQ) Antiossidante Batteri, funghi
Gallato di propile (PG) Antiossidante Batteri
Acido nordidroguaiaretico Antiossidante Batteri
Acido etilendiamminotetracetico (EDTA) Chelante/stabilizzante Batteri
Citrato di sodio Tampone/chelante Batteri
Acido laurico Antischiuma Batteri Gram-positivi
Monolaurina Emulsionante Gram-positivi, lieviti
Diacetile Aromatizzante Gram-negativi, funghi
D-Carvone e L-Carvone Aromatizzante Funghi, Gram-positivi
Fenilacetaldeide Aromatizzante Funghi, Gram-positivi
Mentolo Aromatizzante Batteri, funghi
Vanillina, etilvanillina Aromatizzante Funghi
Fosfati Umettante/aromatizzante Batteri

Spezie/Oli essenziali Aromatizzante Batteri, funghi



inibita da 200 ppm di BHA o di propilparaben (PP) nel range di pH 4-10; ma in generale il
PP è risultato più inibente del BHA191.

Patogeni di origine alimentare, come B. cereus, V. parahaemolyticus, Salmonella spp. e
S. aureus, sono efficacemente inibiti a concentrazioni inferiori a 500 ppm, sebbene alcuni
siano sensibili anche a concentrazioni di 10 ppm. Le Pseudomonadaceae, in particolare P.
aeruginosa, sono tra i batteri più resistenti. Tre penicilli produttori di tossine sono stati effi-
cacemente inibiti in salame da BHA, da TBHQ e da una loro combinazione in concentrazio-
ni di 100 ppm; BHT e PG sono invece risultati inefficaci116.

Combinazioni di BHA/sorbato e BHT/monolaurato hanno mostrato un effetto sinergico
contro S. aureus19,39; la combinazione BHA/sorbato anche verso S. Tyiphimurium39. La com-
binazione BHT/TBHQ si è dimostrata efficace verso aspergilli produttori di aflatossine116.

13.8.2  Aromatizzanti

Alcuni dei numerosi composti impiegati per conferire aromi e sapori agli alimenti possiedo-
no azione antimicrobica; in generale, i composti aromatizzanti tendono a essere più antifun-
gini che antibatterici. I batteri Gram-positivi non lattici sono i più sensibili; i batteri lattici
sono piuttosto resistenti. I microbiologi alimentari hanno riservato la maggiore attenzione
agli oli essenziali e alle spezie, mentre i composti aromatizzanti sono stati più studiati per
l’impiego nei cosmetici e nei detergenti.

In uno studio97 condotto su 21 agenti aromatizzanti circa la metà dei composti esaminati
presentava valori di concentrazione minima inibente (MIC) contro batteri o funghi non supe-
riori a 1000 ppm; tutti sono risultati sensibili al pH, mostrando un aumento dell’inibizione al
diminuire del pH e della temperatura di incubazione. Alcuni di questi composti sono ripor-
tati nella tabella 13.8.

Uno dei più efficaci composti aromatizzanti è il diacetile, che conferisce aroma di burro94.
Questa sostanza è piuttosto singolare, essendo più efficace contro i batteri Gram-negativi e i
funghi che contro i batteri Gram-positivi. Nella conta in piastra a pH 6,0, con incubazione a
30 °C, 24 batteri Gram-negativi su 25 e 15 lieviti e muffe su 16 sono stati inibiti da 300 ppm
di diacetile 91. In nutrient broth a pH 6,0 e incubando a 5 °C, concentrazioni inferiori a 10
ppm di diacetile inibivano Pseudomonas fluorescens, P. geniculata e E. faecalis; nelle stes-
se condizioni, ma incubando a 30 °C, per inibire questi e altri microrganismi sono stati
necessari 240 ppm di diacetile 97. Nei batteri Gram-negativi sembra che il diacetile impedi-
sca l’utilizzo dell’arginina reagendo con le proteine che legano tale amminoacido; i Gram-
positivi sarebbero più resistenti perché non possiedono proteine periplasmatiche in grado di
legare arginina e dispongono di un pool amminoacidico più ampio. Un altro composto che
conferisce aroma di burro è il 2,3-pentadione, che a concentrazioni di 500 ppm o meno ha
inibito un limitato numero di batteri Gram-positivi e di funghi 95,97.

L’agente L-carvone conferisce un aroma simile a quello della menta verde, mentre il D-car-
vone ha un aroma simile a quello del seme di cumino: entrambi possiedono azione antimi-
crobica, con l’isomero L più attivo dell’isomero D; a 1000 ppm o meno sono più efficaci
contro i funghi che contro i batteri97. 

La fenilacetaldeide possiede un aroma simile a quello del giacinto e si è dimostrata in
grado di inibire S. aureus a 100 ppm e Candida albicans a 500 ppm97,132. Il mentolo, che
impartisce un aroma simile a quello della menta piperita, è stato in grado di inibire S. aureus
a soli 32 ppm ed Escherichia coli e C. albicans a 500 ppm97,132. Anche la vanillina e l’etil-
vanillina possiedono proprietà inibenti, a concentrazioni <1000 ppm soprattutto nei con-
fronti dei funghi.
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13.8.3  Spezie e oli essenziali

Sebbene negli alimenti siano utilizzate soprattutto come aromatizzanti e agenti per la stagio-
natura, molte spezie possiedono una significativa attività antimicrobica. In tutti i casi, tale
azione è dovuta a sostanze specifiche o agli oli essenziali in esse contenuti (alcune sono trat-
tate nel capitolo 3). Alla fine degli anni Settanta la ricerca di agenti in grado di coadiuvare i
nitriti ha generato nuovo interesse nei confronti delle spezie e dei loro estratti179.

È difficile prevedere quali effetti antimicrobici possono derivare dalle spezie quando ven-
gono utilizzate negli alimenti: le quantità impiegate differiscono notevolmente a seconda dei
gusti e l’efficacia relativa dipende dalla composizione del prodotto. È difficile accertare il
valore MIC di una spezie nei confronti di specifici microrganismi, in quanto le concentrazio-
ni dei costituenti attivi sono variabili nelle diverse spezie e in molti studi si fa riferimento al
peso secco di queste ultime. Un’altra ragione alla base dei risultati contraddittori ottenuti da
diversi ricercatori risiede nel metodo di analisi impiegato. In generale, si ottengono valori
MIC più elevati valutando i composti altamente volatili sulla superficie di terreni di piastra-
mento piuttosto che disciolti in pozzetti o in brodi di coltura. Quando l’eugenolo è stato
testato mediante piastramento superficiale su plate count agar (PCA) a pH 6, solo 9 su 14
batteri Gram-negativi e 12 su 20 Gram-positivi (compresi 8 lattici) sono stati inibiti da 493
ppm, mentre in nutrient broth allo stesso pH, sono stati ottenuti valori MIC pari a 32 ppm
per Torulopsis candida e Aspergillus niger e a 63 ppm per S. aureus e E. coli 95. Nei mezzi
di coltura gli estratti risultano meno efficaci delle relative spezie, probabilmente a causa del
più lento rilascio di sostanze volatili da parte di queste ultime181. Nonostante le difficoltà nel
comparare i risultati ottenuti dai diversi studi, non vi sono dubbi sull’attività antimicrobica
delle spezie e numerosi ricercatori hanno dimostrato l’efficacia di almeno 20 spezie o di loro
estratti contro la maggior parte dei patogeni di origine alimentare, compresi funghi produt-
tori di micotossine179. 

In generale, le spezie sono meno efficaci negli alimenti che nei mezzi di coltura e i batte-
ri Gram-positivi sono più sensibili dei Gram-negativi, con i batteri lattici più resistenti tra i
Gram-positivi 221. Sebbene i risultati che li riguardano siano discutibili, i funghi sembrano
generalmente più sensibili dei batteri Gram-negativi; comunque alcuni Gram-negativi hanno
un grado di sensibilità molto elevato. Il contenuto di sostanze antimicrobiche varia dallo 0,3-
0,5% di allicina nell’aglio al 16-18% di eugenolo nei chiodi di garofano179. Quando vengo-
no impiegate spezie intere, i valori MIC per i microrganismi sensibili variano dall’1% al 5%.
Secondo diversi ricercatori, la salvia e il rosmarino sono tra le spezie con maggiore attività
antimicrobica: in concentrazione dello 0,3% nei terreni di coltura hanno inibito 21 batteri
Gram-positivi su 24 e sono risultate più efficaci del pepe181. In un certo numero di alimenti
l’olio essenziale di mostarda bianca a livelli di circa 25-100 ppm è risultato efficace contro
batteri Gram-positivi e Gram-negativi, come pure contro alcuni lieviti.

Per valutare l’attività inibitoria specifica degli estratti e degli oli essenziali, Huhtanen87 ha
preparato gli estratti in etanolo di 33 spezie e li ha testati in terreno liquido contro C. botu-
linum: gli estratti di achiote (annatto) e di macis hanno prodotto un valore MIC di 31 ppm e
sono risultati i più efficaci dei 33 composti testati, seguiti dagli estratti di noce moscata,
foglie di alloro e pepe bianco e nero, con valori MIC di 125 ppm.

Impiegando oli essenziali di origano, timo e sassofrasso, nel 1976 Beuchat ossevò che 100
ppm erano letali per V. parahaemolyticus in terreno liquido. La crescita e la produzione di
aflatossina da parte di Aspergillus parasiticus in brodo sono state inibite da 200-300 ppm di
oli essenziali di cannella e di chiodi di garofano, da 150 ppm di aldeide cinnamica e da 125
ppm di eugenolo 23.
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Il meccanismo mediante il quale le spezie inibiscono i microrganismi non è chiaro e si può
presumere che sia diverso per gruppi di spezie non correlate. Che il meccanismo d’azione di
origano, rosmarino, salvia e timo possa essere simile è stato suggerito dall’osservazione che
lo sviluppo della resistenza a una di queste spezie da parte dei batteri lattici era accompagna-
to dallo sviluppo della resistenza alle altre tre 221. Dei nove oli di spezie, testati per l’attività
contro la produzione di micotossine da parte di Aspergillus parasiticus e Fusarium monili-
forme, il più efficace è risultato l’eugenolo a 0,25 ppm, seguito da aldeide cinnamica, timo-
lo e carvacrolo, miristina98.

13.8.4  Fosfati

Questi sali sono comunemente aggiunti ad alcune carni trasformate per aumentare la loro
capacità di trattenere acqua; essi contribuiscono anche al sapore e sono antiossidanti.

I fosfati per alimenti contengono da 1 ad almeno 13 gruppi fosfato (per esempio, il fosfa-
to trisodico e il sodio polifosfato, rispettivamente). Negli anni Settanta e Ottanta hanno
dimostrato di possedere attività antibotulinica, specialmente quando combinati con i nitriti.
In uno studio, con una combinazione di 40 ppm di NaNO2, 0,26% di sorbato di potassio e
0,4% di pirofosfato acido di sodio (SAPP), la produzione di neurotossine da parte di C. botu-
linum in emulsioni di würstel è stata osservata dopo 12-18 giorni rispetto ai 6-12 giorni dei
controlli allo stesso pH 204. Utilizzando 13 batteri Gram-positivi e 12 batteri Gram-negativi
in terreni di coltura con lo 0,5% di 3 polifosfati, a pH 7 e 25 °C, il tripoli- e l’esametafosfa-
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Figura 13.5 Effetto litico di un polifosfato a lunga catena (polyP JOHA HBS) su colture di B. cereus WSBC
10030 in fase esponenziale e influenza di cationi metallici bivalenti. (A) Lisi indotta da polyP 0,1%,
misurata come densità ottica della sospensione a 600 nm (OD600). L’aggiunta di 70 μg di cloramfeni-
colo/mL alle colture in fase esponenziale per 20 minuti diminuiva l’effetto litico del polyP:  (�) polyP;
(�) polyP e cloramfenicolo. Linea tratteggiata: cellule di controllo in acqua. (B) Influenza dei cationi
sulla lisi indotta da polyP: 30 minuti dopo polyP 0,1%, alle sospensioni di cellule sono state aggiunte
10 mM (�), 5 mM (▲) e 1 mM (�) di Mg2+ oppure 1 mM di Ca2+ ( ). Linea tratteggiata: cellule di control-
lo in acqua senza polyP ma con 10 mM di Mg2+; linea continua: cellule di controllo con polyP e senza
cationi. (Da Maier et al.121, copyright © 1999 American Society for Microbiology, con autorizzazione)



to sono risultati i più efficaci, con i batteri Gram-positivi più sensibili dei Gram-negativi 223.
In questo studio, le preparazioni di fosfati sterilizzate per filtrazione sono risultate più inibi-
torie di quelle sterilizzate in autoclave. Come osservato nel capitolo 7, il fosfato di sodio cri-
stallino allo 0,5% ritardava di 3 settimane la crescita di C. tyrobutyricum nel formaggio spal-
mabile, e una concentrazione dell’1% determinava la completa inibizione nel prodotto ino-
culato con 5 ×10 5 spore120.

Il fosfato trisodico (TSP) è stato testato per la sua attività contro L. monocytogenes su
cosce intere di pollo e su frammenti di pelle asportati da cosce. Utilizzando un inoculo di
circa 108 ufc/mL, i campioni sono stati immersi in soluzioni all’8, al 10 o al 12% di TSP o
in acqua sterile (controllo ) 27. Dopo 5 giorni di conservazione a 2 °C, il TSP si è dimostrato
significativamente più efficace sui frammenti di pelle asportati che sulle cosce intere, con
una diminuzione di 4,28 unità logaritmiche per i primi rispetto a 3,3 unità logaritmiche per
le cosce intere27.

In relazione al meccanismo mediante il quale i fosfati inibiscono i batteri, cellule e spore
di B. cereus sono state trattate con concentrazioni pari o superiori allo 0,1% di un polifosfa-
to di sodio cristallino a lunga catena (poliP): il composto è risultato battericida per le cellule
in fase di sviluppo esponenziale, provocandone la lisi (figura 13.5). Per osservare tale effet-
to era necessaria la crescita attiva delle cellule. Concentrazioni dello 0,1% del composto atti-
vo inibivano la germinazione e lo sviluppo delle spore di B. cereus e l’1% era sporicida121.
L’attività antisporale era inibita dalla presenza di cationi bivalenti. È stato anche osservato
che l’inibizione da parte di un polyP di L. monocytogenes in mezzo di coltura può regredire
in presenza di cationi 222. Con l’elongazione delle cellule vegetative, esposte per 4 ore a una
concentrazione dello 0,05% di polyP, Maier e colleghi121 hanno concluso che questo compo-
sto può influenzare le proteine FtsZ della divisione cellulare, bloccando la polimerizzazione
dell’anello Z. Le proteine FtsZ presentano attività GTPasi dipendente da Mg2+.

13.8.5  Acidi grassi ed esteri a media catena

Gli acidi acetico, propionico e sorbico sono acidi grassi a corta catena utilizzati principal-
mente come conservanti. Gli acidi grassi a media catena sono impiegati soprattutto come ten-
sioattivi o emulsionanti; la loro attività antimicrobica è ben nota nei saponi, che sono sali di
acidi grassi. I più comunemente utilizzati sono composti di 12-16 atomi di carbonio. Il mag-
giore potere antimicrobico si osserva nelle catene a 12 atomi di C, per gli acidi grassi saturi;
nelle catene C16:1 per i monoinsaturi (contenenti un solo doppio legame); nelle catene C18:2

per quelli polinsaturi (contenenti più di un doppio legame)99. In generale, gli acidi grassi
sono efficaci soprattutto contro batteri Gram-positivi e lieviti. Le catene da C12 a C16 sono
complessivamente più attive contro i batteri, ma quelle da C10 a C12 sono più efficaci contro
i lieviti 99. Le relazioni tra struttura e funzione degli acidi grassi e degli esteri sono stati stu-
diati da Kabara99. Gli acidi grassi alifatici saturi efficaci contro C. botulinum sono stati esa-
minati da Dymicky e Trenchard 50.

I monoesteri del glicerolo e i diesteri del saccarosio mostrano attività antimicrobica supe-
riore a quella degli acidi grassi corrispondenti e paragonabile a quella dell’acido sorbico e
dei parabeni. La monolaurina è la più efficace tra i monoesteri del glicerolo e il dicaprilato
di saccarosio è il più efficace tra gli esteri del saccarosio. In numerose ricerche la monolau-
rina (lauricidina), in concentrazione di 5-100 ppm, ha dimostrato di possedere attività inibi-
toria verso diversi batteri Gram-positivi e alcuni lieviti19. A differenza degli acidi grassi a
corta catena, che sono più attivi a pH bassi, la monolaurina è efficace nell’intervallo di pH
compreso tra 5,0 e 8,0100.
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Poiché gli acidi grassi e gli esteri possiedono uno spettro d’azione limitato e poiché alcu-
ne sostanze GRAS – come l’EDTA, il citrato e gli antiossidanti fenolici – presentano limita-
zioni quando impiegate da sole, Kabara99 ha raccomandato per il controllo dei microrgani-
smi negli alimenti il preservative system, che prevede l’impiego combinato di diversi com-
posti in grado di assicurare la conservazione dell’alimento tenendo conto delle sue caratteri-
stiche. Secondo tale approccio, un sistema di protezione potrebbe consistere di tre composti,
per esempio monolaurina/EDTA/BHA. Sebbene possieda una modesta attività antimicrobi-
ca, l’EDTA rende i batteri Gram-negativi più suscettibili alla rottura della membrana ester-
na, potenziando l’effetto degli acidi grassi o degli esteri. Il BHA risulta efficace contro bat-
teri e muffe e agisce contemporaneamente come antiossidante. Con tale metodo, si potrebbe
minimizzare lo sviluppo di ceppi resistenti e il pH dell’alimento sarebbe meno importante in
relazione all’efficacia del sistema inibitorio.

13.9  Acido acetico e acido lattico

Questi due acidi organici sono tra i conservanti più ampiamente utilizzati. Nella maggior
parte dei casi sono prodotti all’interno degli alimenti dai batteri lattici. Prodotti come sotta-
ceti, crauti e latte fermentato sono ottenuti per attività fermentativa di diversi batteri lattici,
che producono acido acetico, acido lattico e altri acidi organici.

Gli effetti antimicrobici di acidi organici, quali il propionico e il lattico, sono dovuti sia
all’abbassamento del pH al di sotto dei valori di crescita, sia all’inibizione del metabolismo
da parte delle molecole indissociate. Per determinare la quantità di acidi organici negli ali-
menti, l’acidità titolabile è più utile della sola misurazione del pH, poiché quest’ultima riflet-
te solo la concentrazione di idrogenioni e gli acidi organici non ionizzano completamente.
Misurando l’acidità titolabile, si determina la quantità di acido in grado di reagire con una
quantità nota di base. Per prodotti come i crauti l’acidità titolabile è un indicatore migliore
del pH della quantità di acidi presenti. Esponendo diversi batteri patogeni di origine alimen-
tare, tra i quali E. coli O157:H7, al 10% di acido acetico a 30 °C per 4 giorni, non è stata
osservata alcuna crescita54. La stessa concentrazione di acido acetico ha ridotto E. coli
O157:H7 di 6 unità logaritmiche in 1 minuto. È stato dimostrato che l’acido lattico aumen-
ta la permeabilità della membrana esterna dei batteri Gram-negativi, potenziando l’azione di
altri composti antimicrobici 3.

L’effetto battericida dell’acido acetico può essere dimostrato dalla sua attività su alcuni
patogeni. Quando due specie di Salmonella sono state aggiunte a un condimento per insala-
ta costituito da olio e aceto, l’inoculo iniziale di 5 ×10 6 cellule non era più rilevabile dopo 5
minuti per S. Enteritidis e dopo 10 minuti per S. Typhimurium129.

Gli acidi organici sono impiegati per lavare e sanitizzare le carcasse degli animali dopo la
macellazione per ridurre il carico di patogeni e aumentare la shelf life del prodotto (questo
tema è trattato nel capitolo 4).

13.9.1  Sali degli acidi acetico e lattico

I sali di sodio e di potassio degli acidi acetico e lattico sono largamente impiegati negli ali-
menti da moltissimo tempo. Per esempio, il diacetato di sodio (CH3COONa·CH3COOH·xH2O)
è ampiamente utilizzato nell’industria dei prodotti da forno per prevenire l’ammuffimento di
pane e dolci. Negli ultimi due o tre decenni l’interesse per questi composti multifunzionali è
aumentato in gran parte per la loro capacità di prolungare la shelf life delle carni trattate.
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Negli Stati Uniti, l’obiettivo per la shelf life dei prodotti carnei cotti refrigerati è 75-90 gior-
ni13, e alcuni di questi composti sono importanti per raggiungere tale scopo. Un’altra ragio-
ne dell’aumentato interesse è la loro attività contro patogeni psicrotrofi come L. monocyto-
genes. I sali trattati in questo paragrafo sono più batteriostatici che battericidi. Alcuni dei più
recenti risultati della ricerca sono illustrati di seguito. Per una rassegna sui lattati, si vedano
Shelef177 e Shelef e Seiter178.

Per il controllo di L. monocytogenes nei würstel, lattato di sodio (3 o 6%), acetato di sodio
(0,25 o 0,5%) e diacetato di sodio (0,25 o 0,5%) sono stati testati sulla superficie di würstel
senza pelle inoculati con log10 304 ufc/cm2 di patogeno, confezionati sotto vuoto e conserva-
ti a 4 °C: il patogeno è stato inibito per 20-70 giorni13. La maggiore efficacia è stata espres-
sa dal 3% di lattato di sodio, la minore dallo 0,25% di acetato di sodio. La crescita del pato-
geno è stata completamente inibita per oltre 90 giorni con lattato di sodio al 6% o con dia-
cetato di sodio allo 0,5%. In un altro studio, würstel tipo wiener sono stati inoculati in super-
ficie con 105 ufc di L. monocytogenes, confezionati sotto vuoto e conservati per 60 giorni a
4,5 °C ; i bratwurst per 84 giorni a 3 e 7 °C. Il lattato di sodio in concentrazione non inferio-
ri al 3% e le combinazioni di lattato e diacetato, rispettivamente a livelli non inferiori all’1%
e allo 0,1%, hanno inibito la crescita del patogeno per 60 giorni a 4,5 °C 68. Il trattamento
mediante inclusione degli agenti è risultato più efficace dell’immersione in soluzione. Il lat-
tato di potassio al 2 o al 3% è risultato efficace nel prevenire la crescita di una miscela di 5
ceppi di L. monocytogenes nei würstel152. Con inoculo di patogeno fino a 500 ufc/confezio-
ne, conservazione in buste di nylon-polietilene e incubazione a 4 o 10 °C per 60 o 90 gior-
ni, nelle carni trattate con lattato si è osservata una riduzione del patogeno da 4 a 5 unità
logaritmiche rispetto ai controlli non inoculati.

Per controllare la crescita di C. perfringens in roast beef ristrutturato cotto e confeziona-
to sotto vuoto, sono stati testati citrato di sodio (2 o 4,8%, pH 4,4-5,6), lattato di sodio (2 o
4,8% di una soluzione al 60%), acetato di sodio (0,25%) e diacetato di sodio (0,25%). La
carne era stata inoculata con una miscela di spore di tre ceppi di C. perfringens, confeziona-
ta sotto vuoto, cotta a 75 °C per 20 minuti e raffreddata lentamente per 18 ore165. La spore
non sono state distrutte dalla cottura, ma la crescita è stata ridotta a meno di 1 log durante il
periodo di raffreddamento dal citrato, dal lattato e dal diacetato165.

In uno studio condotto per determinare l’effetto del diacetato di sodio (fino allo 0,5%) e
del lattato di sodio (fino al 2,5%) su petto di tacchino cotto in busta, il prodotto è stato ino-
culato con 9-30 spore di una specie psicrotrofa di Clostridium, confezionato sotto vuoto,
cotto fino al raggiungimento di una temperatura interna di 71,1 °C, raffreddato e incubato a
4 °C fino a 22 settimane127. In assenza di inibitori l’alterazione si è verificata entro 6 setti-
mane, mentre i prodotti che contenevano lo 0,25% di diacetato o l’1,25% di lattato si sono
alterati solo dopo 13 settimane.

13.10  Antibiotici

Storicamente, gli antibiotici sono metaboliti secondari prodotti dai microrganismi in grado di
inibire o uccidere un ampio spettro di altri microrganismi. La maggior parte sono prodotti da
muffe e da batteri del genere Streptomyces e alcuni da parte di Bacillus spp. e Paenibacillus
spp. Attualmente molti antibiotici impiegati in ambito clinico sono di origine sintetica.

Due antibiotici, subtilina e tilosina, sono stati ampiamenti valutati come aggiunta al trat-
tamento termico nella produzione di conserve in scatola. In passato la clortetraciclina e la
ossitetraciclina erano largamente studiate per l’impiego in alimenti freschi, mentre la nata-
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micina è impiegata come fungistatico per uso alimentare. Secondo l’Animal Health Institute,
nel 2002 negli Stati Uniti sono state vendute circa 10.000 tonnellate di antibiotici destinati
agli animali d’allevamento e da compagnia, con un leggero aumento rispetto al 2001. Il 90%
di tali composti è stato utilizzato per trattare, controllare e prevenire malattie.

In generale, l’impiego di conservanti chimici negli alimenti non è ben accetto dai consu-
matori; l’idea di impiegare antibiotici è ancora meno popolare. Qualsiasi additivo alimenta-
re può comportare alcuni rischi, ma questi non dovrebbero avere un peso maggiore dei bene-
fici complessivi. Negli Stati Uniti è opinione diffusa che i possibili benefici derivanti dal-
l’utilizzo di antibiotici negli alimenti abbiano un peso minore dei rischi, alcuni dei quali sono
noti e alcuni presunti. Di seguito sono riassunte alcune delle più importanti considerazioni di
Ingram e colleghi sull’utilizzo degli antibiotici come conservati per alimenti.

1. L’antibiotico dovrebbe uccidere, non inibire, la flora microbica e dovrebbe idealmente
decomporsi in prodotti innocui o essere distrutto dalla cottura degli alimenti che non si
consumano crudi.

2. L’antibiotico non dovrebbe essere inattivato dai componenti dell’alimento o dai prodotti
del metabolismo microbico.

3. L’antibiotico non dovrebbe favorire rapidamente la comparsa di ceppi resistenti.
4. L’antibiotico non dovrebbe essere impiegato negli alimenti se utilizzato in ambito tera-

peutico o come additivo per i mangimi.

Le tetracicline sono impiegate sia in ambito clinico sia come additivi per mangimi; la tilo-
sina è usata nei mangimi e solo nel trattamento di alcune malattie del pollame (tabella 13.9).
La nisina e la subtilina non sono utilizzate né in ambito medico né nella produzione di man-
gimi, ma solo la nisina è utilizzata in molti Paesi; le analogie strutturali di questi due anti-
biotici possono essere osservate in figura 13.6.

Monensina
Questo antibiotico è stato approvato negli anni Settanta dalla FDA come additivo per il man-
gime del bestiame ed è utilizzato principalmente per migliorare l’efficienza dell’alimentazio-
ne nei ruminanti. La sua capacità di legare gli amminoacidi è stata dimostrata in bovine fisto-
late113. Poiché inibisce i batteri Gram-positivi, il suo impiego a lungo termine può determi-
nare nel tratto gastrointestinale il passaggio da una microflora prevalentemente Gram-posi-
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Tabella 13.9 Proprietà di alcuni antibiotici 96

Proprietà Tetracicline Subtilina Tilosina Nisina Natamicina

Ampio impiego in alimenti No No No Sì Sì
Primo impiego in alimenti 1950 1950 1961 1951 1956
Natura chimica Tetraciclina Polipeptide Macrolide Polipeptide Poliene
Utilizzo in aggiunta al calore No Sì Sì Sì No
Stabilità al calore Sensibile Stabile Stabile Stabile Stabile
Spettro microbico G+, G– G+ G+ G+ Funghi
Utilizzo in ambito medico Sì No Sìa No Sìb

Utilizzo nei mangimi Sì No Sì No No

a Nel trattamento delle malattie dei polli.
b Limitato.



tiva a una prevalentemente Gram-negativa. La monensina è un composto ionoforo come la
nisina (distrugge la permeabilità selettiva della membrana cellulare) e presenta la stessa effi-
cacia di quest’ultima come additivo per i mangimi 26. Si veda il capitolo 27 per i possibili
effetti su E. coli O157:H7 nelle feci animali.

Natamicina
Questo antibiotico (conosciuto anche come pimaricina) è un poliene piuttosto efficace con-
tro i lieviti e le muffe, ma non contro i batteri. Natamicina è un nome comune internaziona-
le non brevettato, derivante da Streptomyces natalensis, il microrganismo da cui è stato iso-
lato il composto. La formula di struttura è rappresentata in figura 13.6.

Nell’approvare la natamicina come conservante per alimenti, la joint FAO/WHO Expert
Committee 59 ha espresso le seguenti considerazioni: non agisce sui batteri, stimola a livelli
insolitamente bassi la resistenza nei funghi, è raramente coinvolta in forme di resistenza
incrociata con altri polieni antifungini e il trasferimento del DNA tra i funghi avviene in
misura minore rispetto a quanto si osserva in alcuni batteri. Inoltre, come mostra la tabella
13.9, il suo impiego è limitato come agente clinico e non è previsto nei mangimi. L’efficacia
della natamicina nei confronti di lieviti e muffe è stata dimostrata da numerosi ricercatori;
diversi risultati sono riassunti nel riferimento bibliografico 96.
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Klis e colleghi109 hanno confrontato l’efficacia relativa della natamicina con quella del-
l’acido sorbico e di altri quattro antibiotici antifungini verso 16 differenti funghi (principal-
mente muffe): contro gli stessi ceppi e nello stesso terreno di coltura, per l’inibizione sono
stati necessari 100-1000 ppm di acido sorbico e 1-25 ppm di natamicina. La natamicina è
stata confrontata anche con la rimocidina e la nistatina per il controllo dei funghi su fragole
e lamponi: insieme alla rimocidina è risultata efficace a livelli di 10-20 ppm, mentre per con-
seguire lo stesso risultato sono stati necessari 50 ppm di nistatina.

Nel controllo della crescita di funghi sui salami, in una ricerca condotta su prodotti fre-
schi si è dimostrata efficace l’applicazione spray di una soluzione di natamicina allo 0,25%81;
in un altro studio, invece, l’immersione in una soluzione a 2000 ppm non è servita a preve-
nire lo sviluppo di muffe sulla superficie di salami stagionati italiani. L’applicazione spray
di natamicina (2 ×1000 ppm) ha dato risultati comparabili o leggermente superiori a quelli
ottenuti con una soluzione al 2,5% di sorbato di potassio.

La natamicina sembra avere lo stesso meccanismo di azione di altri antibiotici polienici:
si lega agli steroli della membrana, alterando la permeabilità selettiva di quest’ultima77. Poi-
ché i batteri non possiedono steroli di membrana, non risultano sensibili a questo agente.

Tetracicline
L’impiego in concentrazione di 7 ppm di clortetraciclina (CTC) e ossitetraciclina (OTC) è
stato approvato dalla FDA (rispettivamente, nel 1955 e nel 1956) per controllare l’alterazio-
ne batterica di pollame crudo refrigerato, ma l’autorizzazione è stata successivamente revo-
cata. L’efficacia di questo gruppo di antibiotici nel prolungare la shelf life degli alimenti
refrigerati è stata dimostrata per la prima volta in Canada da Tarr e colleghi sul pesce190. Suc-
cessivamente, numerose ricerche hanno confermato l’efficacia di CTC e di OTC nel ritarda-
re l’alterazione batterica non solo del pesce e dei prodotti ittici, ma anche del pollame, delle
carni rosse, del latte crudo e di altri alimenti (per una rassegna delle diverse applicazioni, si
veda il riferimento 96). La CTC è generalmente più efficace della OTC. Tipicamente, il trat-
tamento superficiale delle carni refrigerate con 7-10 ppm determina il prolungamento della
shelf life di almeno 3-5 giorni e il prevalere nella flora alterante definitiva di lieviti e muffe
anziché di batteri Gram-negativi. La combinazione di CTC con sorbato si è dimostrata in
grado di ritardare l’alterazione del pesce anche di 14 giorni. Nei filetti di scorfano immersi
in una soluzione di 5 ppm di CTC e 1% di sorbato si è osservata una significativa riduzione,
rispetto al controllo, della conta aerobia totale su piastra (APC) dopo confezionamento sotto
vuoto e conservazione a 2 °C per 14 giorni128.

Le tetracicline sono sensibili al calore e instabili durante la conservazione degli alimenti
e questi fattori sono stati determinanti per l’approvazione iniziale del loro impiego in campo
alimentare. Esse sono utilizzate per il trattamento di malattie umane e animali e, negli Stati
Uniti, anche come supplemento per mangimi. Nei Paesi sviluppati i rischi associati al loro
impiego come conservanti sono chiaramente superiori ai possibili benefici.

Subtilina
Questo antibiotico è stato scoperto e sviluppato da scienziati del Western Regional Labora-
tory dell’USDA; le sue proprietà sono state descritte da Dimick e colleghi46. La sua struttu-
ra è simile a quella della nisina (figura 13.6), sebbene sia prodotto da alcuni ceppi di B. sub-
tilis. Come la nisina, è efficace contro i batteri Gram-positivi, è stabile agli acidi e possiede
sufficiente resistenza al calore per resistere a 121 °C per 30-60 minuti. Negli alimenti in sca-
tola, a livelli di 5-20 ppm la subtilina previene lo sviluppo delle endospore in fase germina-
tiva; il suo sito di azione è lo stesso della nisina (figura 13.1). Come la nisina, la subtilina
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non è utilizzata né per il trattamento di infezioni umane o animali né come additivo per man-
gimi. Sebbene dalla fine degli anni Cinquanta abbia ricevuto scarse attenzioni, questo anti-
biotico può essere altrettanto efficace della nisina. La sua modalità di azione è discussa con
quella della nisina; il suo sviluppo e la sua valutazione sono stati stati oggetto di rassegne
riportate in letteratura 96.

Tilosina
Come gli antibiotici impiegati in ambito clinico eritromicina, oleandomicina e altri, la tilo-
sina è un macrolide non polienico. Ha potere inibitorio maggiore rispetto alla nisina e alla
subtilina. Denny e colleghi41 sono stati apparentemente i primi a studiarne il possibile impie-
go negli alimenti in scatola. Aggiungendo 1 ppm a purea di mais contenente spore responsa-
bili di flat-sour e sottoposto a una cottura sufficiente per eliminare il botulino, non si osser-
vava alcuna alterazione dopo 30 giorni con incubazione a 54 °C 41. Risultati analoghi sono
stati ottenuti negli anni Sessanta41.

A differenza della nisina, della subtilina e della natamicina, la tilosina è utilizzata sia nel-
l’alimentazione del bestiame sia per trattare alcune malattie del pollame; essendo un macro-
lide è molto efficace contro i batteri Gram-positivi; inibisce la sintesi proteica associandosi
alla subunità ribosomiale 50S e mostra una parziale resistenza incrociata con l’eritromicina.

13.11 Agenti antifungini per la frutta

Nella tabella 13.10 sono elencati alcuni composti applicati alla frutta dopo la raccolta per il
controllo dei funghi, principalmente muffe. Il benomyl viene applicato uniformemente, in
concentrazioni di 0,5-1,0 g/L, su tutta la superficie dei frutti; può penetrare la superficie di
alcuni vegetali ed è utilizzato in tutto il mondo per controllare il marciume del colletto e l’an-
tracnosi delle banane e il marciume dell’asse carpellare degli agrumi. Il benomyl è più effi-
cace del tiabendazolo e penetra con maggiore facilità; entrambi i composti sono efficaci per
il controllo del marciume secco causato da Fusarium spp. Durante la conservazione prolun-
gata dell’uva, per prevenire il diffondersi di Botrytis da un grappolo all’altro, si impiega SO2,
che viene applicato poco dopo la raccolta e successivamente circa una volta alla settimana.
Un tipico trattamento prevede un’applicazione iniziale per 20 minuti di una preparazione
all’1% seguita da applicazioni di preparazioni allo 0,25% (l’impiego di SO2 in altri alimen-
ti è stata discussa in precedenza).

Un estratto di una specie di Trichoderma (6-pentil-α-pirone, 6-PAP) è un efficace inibito-
re dei ceppi di Botrytis e di Armillaria che distruggono i kiwi in Nuova Zelanda; non è chia-
ra l’efficacia su altri funghi.
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Tabella 13.10 Alcuni agenti chimici impiegati nel controllo delle alterazioni fungine
della frutta fresca

Composto Frutti

Tiabendazolo Mele, pere, agrumi, ananas
Benomyl Mele, pere, banane, agrumi, mango, papaia, pesche, ciliegie, ananas
Difenile Agrumi
Fumigazione con SO2 Uva
Sodio-α-fenilfenato Mele, pere, agrumi, ananas

(Da Eckert 51)



13.12  Ossidi di etilene e di propilene

Gli ossidi di etilene e di propilene e i formati di etile (HCOOC2H5) e di metile (HCOOCH3)
hanno meccanismo d’azione simile. Le strutture degli ossidi sono le seguenti:

Gli ossidi esistono come gas e sono impiegati come fumiganti nell’industria alimentare,
principalmente come composti antifungini per frutta secca, noci, spezie eccetera.

L’ossido di etilene è un agente alchilante; la sua attività antimicrobica sarebbe correlata
all’azione alchilante come segue. In presenza di atomi di H labili, l’anello instabile triatomi-
co dell’ossido di etilene si rompe; l’atomo di H si attacca all’ossigeno, formando un radica-
le idrossietilico (CH2CH2OH), che a sua volta si attacca alla molecola organica nella posi-
zione lasciata vacante dall’atomo di H. Il radicale idrossietilico blocca i gruppi reattivi all’in-
terno delle proteine microbiche, dando luogo all’inibizione. Tra i gruppi in grado di fornire
un atomo di H labile vi sono –COOH, –NH 2, –SH e O –OH. L’ossido di etilene sembra agire
sulle endospore di C. botulinum alchilando le adenine e le guanine del DNA delle spore167,208.

L’ossido di etilene è usato come sterilizzante gassoso dei contenitori flessibili e semirigi-
di destinati al confezionamento asettico di alimenti trattati; il gas si dissolve completamen-
te, senza lasciare traccia sui contenitori, dopo la rimozione di questi dalla camera di tratta-
mento. Per quanto riguarda la sua attività antimicrobica, l’efficacia contro le cellule vegeta-
tive non è molto superiore rispetto a quella contro le endospore, come può essere osservato
dai valori di D riportati in tabella 13.4.

13.13  Altri antimicrobici chimici

13.13.1  Chitosani

Questi polisaccaridi cationici sono derivati deacetilati della chitina formati per idrolisi acida
o enzimatica; la chitina può essere ottenuta mediante chitosanasi106. Il chitosano o-carbometi-
lato (O-CM) è idrosolubile e possiede uno spettro d’azione antimicrobica più ampio rispetto
ad alcune altre preparazioni. I chitosani hanno un peso molecolare variabile da soli 30 a oltre
1000 dalton. Questi composti – che sembrano più efficaci contro i batteri Gram-positivi che
contro quelli Gram-negativi – sono stati studiati come antimicrobici per l’impiego nei film da
imballaggio (bioactive packaging). I chitosani policationici si legano alle cellule batteriche
cariche negativamente e interferiscono con il meccanismo di trasporto della membrana.

Utilizzando un agar plate disk assay, sono stati testati contro alcuni batteri responsabili
dell’alterazione del tofu sei chitosani oligomerici e sei chitosani; i sei chitosani hanno
mostrato maggiore attività antimicrobica: allo 0,1% inibivano completamente Bacillus spp.
dopo 24 ore a 37 °C e comportavano una riduzione da 3 a 4 unità logaritmiche di Bacillus
megaterium e B. cereus140. Una concentrazione dello 0,04% di chitosani eliminava comple-
tamente Enterobacter sakazakii. In uno studio condotto su chitosani in emulsione olio-acqua
contro livelli di 107 ufc/mL di L. monocytogenes e S. Typhimurium è stato osservato che lo
0,1% di polisaccaride chitosano era in grado di inibire entrambi i patogeni, sia a 10 °C sia a
25 °C, e che L. monocytogenes era più sensibile di S. sierotipo Typhimurium225. 
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13.13.2  Dimetildicarbonato

Questo composto (DMDC) è utilizzato a livelli dello 0,025% come inibitore dei lieviti nel
vino e in alcune bevande alla frutta. Per idrolisi produce metanolo e CO2. Nel sidro di mela
conservato a 4 °C, una concentrazione dello 0,25% ha determinato dopo 3 giorni una signi-
ficativa riduzione (a <1 ufc/mL) di E. coli O157:H7, sia rispetto al controllo senza DMDC
sia rispetto al sidro addizionato con bisolfito di sodio o benzoato di sodio, nel quale il pato-
geno sopravviveva fino a 15 giorni56.

13.13.3  Etanolo

Questo alcol è presente negli estratti aromatizzanti e agisce come conservante grazie al pote-
re disidratante e denaturante. I vapori di etanolo, che possono essere immessi o formati nello
spazio di testa di un imballaggio mediante un generatore di vapore, si sono dimostrati effi-
caci contro batteri e funghi. Etanolo al 5% è stato impiegato per sensibilizzare L. monocyto-
genes ai bassi pH, agli acidi organici e agli stress osmotici. A pH 3,0, con una concentrazio-
ne del 5% è stata ottenuta una riduzione del patogeno di oltre 3 unità logaritmiche dopo 40
minuti di esposizione; con una concentrazione del 10% la stessa riduzione si è verificata
dopo 10 minuti12. La combinazione più potente è risultata pH 3,0 + 50 mM di formato + 5%
di etanolo, che ha determinato una riduzione di 5 unità logaritmiche in 4 minuti. Sembra che
l’etanolo alteri la permeabilità di membrana, rendendo le cellule più sensibili ad alcuni altri
agenti antimicrobici. Le spore di B. subtilis trattate con alcali o etanolo rilasciano DPA. Le
spore trattate con etanolo non germinano nei substrati nutritivi o non nutritivi per la germi-
nazione e non recuperano dopo il trattamento con lisozima174.

L’acido deidroacetico (vedi sotto) è utilizzato per conservare le zucche.

Il dietilpirocarbonato è stato impiegato come inibitore di lieviti in vini imbottigliati e
bevande analcoliche; si decompone per idrolisi o alcolisi formando etanolo e CO2. L’idroli-
si (reazione con acqua) è la seguente:

l’alcolisi (reazione con alcol etilico): 
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Saccharomyces cerevisiae e i conidi di A. niger e Byssochlamys fulva sono stati distrutti
da tale composto durante la prima mezz’ora di esposizione, mentre per la massima distruzione
delle ascospore di B. fulva sono richieste 4-6 ore. La concentrazione letale per i lieviti varia
da 20 a 1000 ppm, a seconda della specie o del ceppo. Per la distruzione di L. plantarum e
Leuconostoc mesenteroides sono necessarie almeno 24 ore. I batteri sporigeni sono abbastan-
za resistenti a questo composto. Poiché può dare luogo alla formazione di uretano, un com-
posto cancerogeno, il suo impiego non è più permesso negli Stati Uniti.

13.13.4  Glucosio ossidasi

In presenza di O2 questo enzima catalizza l’ossidazione del glucosio ad acido gluconico e
perossido di idrogeno; è prodotto da alcune muffe e i prodotti della reazione sopprimono la
crescita di alcuni batteri Gram-negativi nei terreni di coltura.

13.13.5  Poliamminoacidi

Almeno due polimeri amminoacidici cationici hanno dimostrato potere inibitorio verso
numerosi batteri e funghi di origine alimentare e minima tossicità per l’uomo; sembrano inte-
ragire con la membrana delle cellule microbiche interferendo con la sua attività. 

La epsilon-polilisina è prodotta in Giappone; a livelli di soli 5 ppm ha dimostrato potere
inibitorio, in particolare verso alcuni batteri Gram-positivi. È idrosolubile, efficace in un
ampio intervallo di pH ed è degradata a lisina dalle proteasi. Un altro composto è l’etil-N-
dodecanoil-L-arginina HCl (prodotto in Spagna); che a livelli di circa 200 ppm si è dimostra-
to efficace contro la popolazione microbica di carni e pollame; nel corpo umano è metabo-
lizzato ad arginina. Entrambi i composti sono riconosciuti come GRAS.

13.14  Biocontrollo

Per biocontrollo si intende l’impiego di uno o più microrganismi per inibire o controllare
altri microrganismi. Il controllo può essere attuato direttamente da un microrganismo vitale
(per esempio un fago) oppure può essere il risultato di azioni o di agenti indiretti (come la
produzione di batteriocine). Gli antibiotici, già trattati in questo capitolo, non sono qui inclu-
si. In relazione alla protezione degli alimenti, il biocontrollo comprende le attività dei batte-
ri lattici, le batteriocine, le endolisine, i batteriofagi e le “colture protettive” in generale.

13.14.1  Competizione microbica

I prodotti alimentari trattati in questo paragrafo sono positivamente influenzati, senza che
sia alterata la loro identità, da membri selettivi della loro popolazione microbica. Al contra-
rio, i prodotti fermentati trattati nei capitoli 7 e 8 – per esempio yogurt, cetriolini sottaceto
e vino – sono essenzialmente prodotti finali con un’identità diversa da quella della materia
prima dalla quale sono ottenuti. Sebbene gli alimenti fermentati non rientrino nell’ambito
della competizione microbica, va sottolineato che molti microrganismi utili sono anche
coinvolti nelle fermentazioni. La microflora competitiva è costituita essenzialmente da
agenti di biocontrollo.

La competizione microbica si riferisce all’inibizione, o alla distruzione, generale non spe-
cifica di un microrganismo da parte di altri membri dello stesso habitat o ambiente. L’anta-
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gonismo lattico è un esempio di competizione microbica specifica, ma l’inibizione può veri-
ficarsi anche in altri modi non altrettanto ben definiti; alcuni di questi sono illustrati di segui-
to. L’espressione “competizione batterica” fu suggerita da R. Dubos per descrivere il primo
lavoro in questo campo, che riguardava l’antagonismo della normale microflora presente
sulla pelle verso alcuni microrganismi patogeni per l’uomo. Nello specifico, negli anni Ses-
santa e Settanta diversi ricercatori clinici hanno osservato che la normale e innocua micro-
flora stafilococcica delle narici preveniva la colonizzazione da parte di ceppi stafilococcici
più virulenti. È stato infatti dimostrato che spruzzando o inoculando le narici di bambini neo-
nati con ceppi avirulenti si preveniva la successiva colonizzazione da parte di ceppi virulen-
ti. Florey 57 ha identificato e riesaminato esempi di competizione batterica risalenti fino al
1877. Tra i primi lavori pubblicati sulla competizione microbica negli alimenti vi sono quel-
li di Dack e Lippits 37, Peterson e colleghi149 e Goepfert e Kim69. Dack e Lippits hanno osser-
vato che la microflora naturale di torte farcite surgelate inibiva le cellule inoculate di Staphy-
lococcus aureus, E. coli e S. Typhimurium. La repressione di S. aureus in torte farcite da
parte di 105 ufc/g della normale microflora è stata osservata da Peterson e colleghi. L’inca-
pacità dei patogeni di origine alimentare di crescere in carne bovina fresca macinata in pre-
senza di circa 105 ufc/g di normale microflora è stata dimostrata da Goepfert e Kim. A par-
tire da questi primi studi, è stato dimostrato l’antagonismo della normale flora indigena con-
tro L. monocytogenes e contro ceppi patogeni di E. coli. Gli effetti soppressivi di una popo-
lazione batterica aerobia sufficientemente grande sullo sviluppo di C. botulinum nelle carni
fresche sono ampiamente dimostrati, come pure la soppressione di lieviti e muffe da parte
della flora batterica delle carni fresche macinate 93.

I meccanismi dell’interferenza microbica generale non sono chiari, ma alcune osservazio-
ni sono di grande interesse. Innanzi tutto, il numero di cellule vitali della popolazione indi-
gena deve essere maggiore di quello del microrganismo da inibire; in secondo luogo, la popo-
lazione indigena competitiva è generalmente non omogenea e il ruolo specifico svolto dalle
singole specie che la costituiscono non è del tutto noto. Tra le spiegazioni proposte nel corso
degli anni vi sono le seguenti: 1) competizione per i nutrienti; 2) competizione per i siti di
attacco/adesione; 3) sviluppo di condizioni ambientali sfavorevoli; 4) combinazione delle tre
precedenti. Poiché, di norma, la competizione si verifica quando il valore di APC è di alme-
no 106 cellule/g, è ipotizzabile che la formazione di biofilm e il quorum sensing (sistema di
comunicazione tra le cellule) svolgano un ruolo finora sconosciuto in questo fenomeno. Alcu-
ni esempi specifici di competizione e di antagonismo lattico sono presentati di seguito.

Un esempio alquanto inusuale di ciò che può essere chiamato “competizione biotica” è
stato osservato nel nematode del suolo Caenorhabditis elegans; è stato dimostrato che que-
sto nematode dissemina batteri, con un’apparente preferenza per le cellule Gram-negative
rispetto a quelle Gram-positive, sebbene in uno studio avesse ingerito membri di entrambi i
gruppi microbici 5. L’ingestione di Salmonella Poona da parte del nematode è risultata nella
protezione del batterio dagli effetti dei composti sanitizzanti25. La capacità dei nematodi di
disseminare microrganismi nel terreno in cui vivono potrebbe dimostrarsi significativa per la
disseminazione e la persistenza di alcuni batteri patogeni di origine alimentare nel suolo,
specialmente tra i germogli di semi.

Antagonismo lattico 
Il fenomeno dell’inibizione o dell’uccisione da parte dei batteri lattici di microrganismi stret-
tamente correlati, patogeni o alteranti, presenti in coltura mista è noto da oltre 80 anni. Il
meccanismo preciso di tale fenomeno, comunemente definito antagonismo lattico, non è
ancora chiaro. Tra i fattori identificati vi sono la produzione di antibiotici, perossido di idro-
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geno, diacetile e batteriocine, in aggiunta alla riduzione del pH e al consumo di nutrienti.
L’antagonismo lattico è dunque un esempio di competizione microbica.

In uno studio un ceppo di Lactococcus lactis produttore di pediocina è stato migliorato
geneticamente per produrre quantità di pediocina sufficienti per controllare la crescita di L.
monocytogenes nel formaggio cheddar in fase di maturazione. Nel formaggio di controllo, la
concentrazione del patogeno aumentava fino a circa 107/g in 2 settimane e poi diminuiva fino
ad arrivare a circa 103/g dopo 6 mesi, mentre nel formaggio trattato diminuiva fino a 102/g
entro la prima settimana e poi fino a sole 10 cellule/g entro tre mesi24.

Coltivato in latte scremato pastorizzato, Propionibacterium freudenreichii subsp. sherma-
nii produce un non ben definito sistema inibitorio multicomposto, efficace contro batteri
Gram-negativi e muffe; su un sistema di questo genere si basa Microgard, molto utilizzato nel
formaggio cottage. La reuterina (3-idrossipropionaldeide) è prodotta da Lactobacillus reuteri
a partire da glicerolo. In carne di maiale cruda macinata con una concentrazione di 100 unità
arbitrarie (AU) per grammo si è ottenuta una riduzione di E. coli O157:H7 di 5 log dopo 1
giorno a 7 °C 53. Impiegata da sola, la reuterina a 4 AU/mL ha inibito la crescita di E. coli e a
8 AU/mL quella di L. monocytogenes. Questo inibitore era anche più efficace in combinazio-
ne con acido lattico53.

Lactobacillus reuteri e isotiocianato di allile (AIT, a circa 1300 ppm) sono stati testati –
da soli e in combinazione – contro una miscela di 5 ceppi di E. coli O157:H7 in carne bovi-
na macinata conservata a 4 °C per 25 giorni. Sono stati utilizzati inoculi di E. coli di 3 e 6
log10 ufc/g e sono stati aggiunti 250 mM di glicerolo/kg di carne. E. coli è stato ucciso da L.
reuteri prima del ventesimo giorno in entrambi i livelli di inoculo; entro il venticinquesimo
giorno, AIT ha eliminato completamente l’inoculo di 3 log10 e ha determinato nell’inoculo di
6 log10 una riduzione di oltre 4,5 unità logaritmiche133.

Per studiarne l’effetto protettivo, Lactobacillus casei e il suo permeato colturale sono stati
testati su insalate pronte al consumo mantenute a 8 °C 199. Dopo 6 giorni di conservazione, il
3% del permeato aveva ridotto il valore di APC da 6 a 1 log10 ufc/g e soppresso completamen-
te coliformi, enterococchi e Aeromonas hydrophila. L’1% di acido lattico ha ridotto di circa 2
unità logaritmiche i coliformi e di circa 1 unità logaritmica i coliformi fecali199. L’inibitore
principale prodotto da un ceppo di Staphylococcus equorum è la micrococcina P1, un antibio-
tico peptidico macrolide: il batterio è risultato in grado di inibire L. monocytogenes sulla
superficie di un formaggio molle28. Un altro composto antilisteria, la coagulina, è stato isola-
to da un ceppo di B. subtilis e classificato nella famiglia delle pediocine delle batteriocine115.

È stata valutata l’efficacia di Lactococcus lactis, Leuconostoc cremoris, Lactobacillus plan-
tarum, L. delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus salivarious subsp. thermophilus per
controllare L. monocytogenes nel latte pastorizzato; il prodotto è stato inoculato con circa
104 ufc/mL di patogeno e incubato a 30 °C 151. Con un pH finale di 4,17-4,21, a 30 o 37 °C,
l’inibizione è stata dell’89-100%; la completa inibizione è stata ottenuta con i due lattobacil-
li dopo 20 ore a 37 °C e dopo 64 ore a 30 °C. In un altro studio 49 batteri lattici isolati da ali-
menti pronti al consumo sono stati testati su agar spot plate contro L. monocytogenes4. I tre
isolati più efficaci sono stati identificati come Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei
e Pediococcus acidilactici. Utilizzando brodo MRS incubato a 5 °C per 28 giorni, la riduzio-
ne di L. monocytogenes è stata di 3,5 unità logaritmiche, mentre nei würstel la riduzione è
stata di 4,2-4,7 unità log. Nel prosciutto cotto, confezionato sotto vuoto e conservato a 5 °C
per 28 giorni, la riduzione è stata di 2,6 unità log4.

Numerosi altri studiosi hanno dimostrato l’efficacia di diversi batteri lattici nell’inibire i
patogeni di origine alimentare nelle carni e nei prodotti carnei. Durante la fermentazione di
salami, con una coltura starter di Pediococcus acidilactici si è ottenuta dopo 24 ore una ridu-
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zione di 2,3 unità logaritmiche di E. coli O157:H7, L. monocytogenes e S. aureus, rispetto
alla riduzione di 1,3 unità log osservata nel controllo101. Aggiunto sulla superficie di bistec-
che di manzo inoculate con E. coli o S. Typhimurium e conservate a 5 °C, L. delbrueckii
subsp. lactis ha determinato una riduzione significativa degli psicrotrofi e dei coliformi e una
leggera riduzione di E. coli 173. Una riduzione significativa di entrambi i patogeni e degli
psicrotrofi è stata ottenuta utilizzando la coltura lattica sulla superficie di carcasse di bovi-
ni e suini appena macellati. È stata dimostrata l’efficacia di Leuconostoc carnosum contro
L. monocytogenes su würstel inglesi (saveloy), affettati e confezionati in atmosfera modifi-
cata (MAP) 92. Tra i metodi utilizzati per aggiungere il microrganismo lattico sulla superficie
delle carni, il più efficace è risultato l’applicazione spray, che ha mantenuto la concentrazio-
ne di L. monocytogenes a 10 ufc/g per 4 settimane a 10 °C, mentre nei controlli il patogeno
aumentava fino a circa 107 ufc/g 92.

Gli effetti protettivi dei batteri lattici nel prodotti carnei sono confermati da altre ricerche.
In uno studio condotto in Norvegia su prosciutto cotto, affettato e confezionato in atmosfera
modificata, e su salsiccia di carne, un inoculo costituito da 104-105/g di una miscela di 5 ceppi
di Lactobacillus sakei ha inibito la crescita di L. monocytogenes e di E. coli O157:H7 nei
campioni mantenuti a 8 °C per 21 giorni; un ceppo di Yersinia enterocolitica sierotipo O:3 è
invece risultato insensibile 20. Tutte le carni erano accettabili al termine della conservazione.

1180 psicrotrofi isolati da insalate vegetali sono stati testati con agar plate assay contro S.
aureus, E. coli O157:H7, L. monocytogenes e S. Montevideo: 37 isolati (3,2%) – 34 dei quali
Gram-negativi – hanno mostrato gradi diversi di capacità inibitoria nei confronti di almeno
uno dei quattro patogeni171. Un ceppo di Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis produttore di
perossido di idrogeno è stato aggiunto con E. coli O157:H7 e L. monocytogenes a diversi
vegetali freschi tagliati, poi incubati a 7 °C per 6 giorni: non si è osservata alcuna riduzione
dei patogeni, apparentemente perché la catalasi presente nei vegetali tagliati ha distrutto il
perossido di idrogeno prodotto dalla coltura lattica78. Quando un ceppo di origine alimenta-
re di Staphylococcus equorum è stato testato contro 95 ceppi di Listeria (tutte le specie erano
incluse), tutti sono stati inibiti28. S. equorum è stato testato anche verso altre specie e ceppi
(131) di batteri Gram-positivi, risultando efficace in tutti i casi tranne uno; non ha mostrato
invece efficacia contro 37 ceppi di 6 specie Gram-negative 28.

Con la definizione colture protettive, secondo il concetto avanzato da Holzapfel e colle-
ghi83, ci si riferisce a quei microrganismi che, presenti naturalmente o aggiunti, hanno l’ef-
fetto di conservare/proteggere un prodotto alimentare. I microrganismi di cui si è parlato in
relazione all’antagonismo lattico rispondono a tale definizione. Tra le proprietà che le coltu-
re protettive – di cui i batteri lattici costituiscono il gruppo più ampio e importante – dovreb-
bero possedere vi sono83:

– non presentare alcun pericolo per la salute;
– avere effetti benefici sul prodotto;
– non avere effetti negativi sulle proprietà sensoriali;
– servire come “indicatori” in condizioni di abuso.

13.14.2  Nisina e altre batteriocine

Nisina
La nisina, prodotta da alcuni ceppi di Lactococcus lactis, è un lantibiotico (contiene i rari
amminoacidi meso-lantionina e 3-metil-lantionina) ed è il prototipo delle batteriocine di ori-
gine alimentare; la sua struttura polipeptidica è mostrata nella figura 13.6 (nella quale si può
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osservare che gli amminoacidi C-terminali sono simili, mentre quelli N-terminali non lo
sono). Il primo impiego alimentare della nisina è stato proposto da Hurst 88 per prevenire l’al-
terazione del formaggio Svizzero da parte di Clostridium butyricum. È il più largamente uti-
lizzato di questi composti per la conservazione degli alimenti: il suo impiego è consentito a
differenti livelli in circa 50 Paesi 40. Negli Stati Uniti è stato approvato per l’uso alimentare
nel 1988, il suo impiego è limitato alla superficie dei formaggi pastorizzati stagionati. Si trat-
ta di un composto idrofobico e può essere degradato da metabisolfito, ossido di titanio e da
alcuni enzimi proteolitici. È efficace contro i batteri Gram-positivi, principalmente sporige-
ni, ed è inefficace verso i funghi e i batteri Gram-negativi. Enterococcus faecalis è uno dei
più resistenti tra i Gram-positivi.

Tra le caratteristiche desiderabili della nisina come conservante alimentare vi sono:

– non è tossica;
– è prodotta naturalmente da ceppi di Lactococcus lactis;
– è stabile al calore e ha un’eccellente stabilità durante la conservazione;
– è distrutta dagli enzimi digestivi;
– non contribuisce alla formazione di odori e sapori sgradevoli;
– ha uno spettro d’attività antimicrobica limitato.

Sono state condotte numerose ricerche sull’impiego della nisina in aggiunta al calore nella
produzione di alimenti in scatola o come inibitore di spore pretrattate termicamente di ceppi
di Bacillus e di Clostridium; i valori di MIC per prevenire lo sviluppo delle spore in fase ger-
minativa variano da 3 a oltre 5000 UI/mL oppure da <1 a >125 ppm (1 μg di nisina pura
equivale a circa 40 IU o RU-Reading unit)88. A seconda del Paese e del tipo di prodotto ali-
mentare, i livelli utilizzati sono compresi nell’intervallo 2,5-100 ppm, sebbene alcuni paesi
non impongano limiti di concentrazione. La nisina è stata combinata con trattamenti termici
blandi per distruggere L. monocytogenes nella polpa di granchio conservata mediante confe-
zioni refrigerate (cold-pack). Utilizzando una salamoia a pH 8,0 e una concentrazione di nisi-
na di 25 mg/kg di contenuto, a 60 °C per 5minuti e contenitori di due diverse dimensioni, è
stata ottenuta una riduzione delle cellule inoculate da 3 a 5 unità logaritmiche, mentre con
nisina da sola la riduzione è stata di sole 1-3 unità logaritmiche22.

Un processo termico convenzionale per alimenti a bassa acidità richiede un F0 di 6-8
minuti (vedi par. 17.3.4) per inattivare le endospore sia di C. botulinum sia dei microrgani-
smi alteranti. Aggiungendo nisina, il trattamento termico può essere ridotto a un F0 = 3 (per
inattivare le spore di C. botulinum), ottenendo una migliore qualità delle conserve a bassa
acidità. Mentre un trattamento blando non distrugge le endospore dei microrganismi alteran-
ti, la nisina ne previene la germinazione agendo precocemente sul loro ciclo (figura 13.1).
Oltre all’impiego in alcuni alimenti in scatola, la nisina è più spesso utilizzata nei prodotti
lattiero-caseari: formaggi fusi, latte condensato, latte pastorizzato eccetera. In alcuni paesi
ne è consentito l’impiego nei prodotti ottenuti dalla trasformazione dei pomodori e nella
frutta e nei vegetali in scatola88. La nisina è più stabile negli alimenti acidi.

Per la sua efficacia nel prevenire lo sviluppo delle spore di C. botulinum in fase germina-
tiva e per la necessità di trovare sostanze sicure che possano sostituire i nitriti nelle carni tra-
sformate, la nisina è stata largamente studiata come possibile alternativa ai nitriti. Sebbene
alcuni studi abbiano ottenuto risultati incoraggianti utilizzando C. sporogenes e altri micror-
ganismi non patogeni, da una ricerca – che impiegava spore di C. botulinum tipo A e B in
impasti di maiale – è emerso che 550 ppm di nisina in combinazione con 60 ppm di nitriti
non erano in grado di inibire lo sviluppo delle spore154. Impiegata in terreni di coltura senza

Microbiologia degli alimenti366



aggiunta di nitriti, la quantità di nisina necessaria per inibire il 50% delle spore è stata di 1-
2 ppm per C. botulinum tipo E, 10-20 ppm per il tipo B e 20-40 ppm per il tipo A172. In que-
st’ultima ricerca è stato osservato che per l’inibizione erano necessari livelli di nisina più ele-
vati nella carne cotta che nel substrato TPYG; secondo gli autori, la nisina sarebbe all’incir-
ca equivalente al nitrito nel prevenire lo sviluppo delle spore di C. botulinum.

È stato proposto il sistema di classificazione Klaenhammer, che raggruppa le batteriocine
in quattro classi, principalmente in base alla genetica e alla biochimica di questi composti.
La classe I comprende i lantibiotici come la nisina, la classe II i piccoli peptidi termostabili
come la lactacina F, la classe III le proteine termolabili come la elveticina J e la classe IV le
proteine che formano un complesso con altri fattori.

Diversamente dagli antibiotici, le batteriocine generalmente inibiscono solo specie e
ceppi strettamente correlati di batteri Gram-positivi; esse consistono di piccole proteine, per
la maggior parte codificate attraverso plasmidi. Sembra che alcune specie e alcuni ceppi di
tutti i generi di batteri lattici possiedano la capacità di produrre batteriocine o composti simi-
li. Sebbene l’attenzione fosse focalizzata inizialmente sui lattici associati ai prodotti lattiero-
caseari, specie e ceppi produttori di batteriocine sono stati recuperati dalle carni e da altri
prodotti fermentati non lattiero-caseari. La repressione della crescita di S. aureus da parte di
Pediococcus cerevisiae e L. plantarum è illustrata nella figura 13.7.

La nisina e la subtilisina sembrano avere identica modalità d’azione; i geni strutturali
sembrano essere gli stessi per questi e per altri antibiotici. Questi metaboliti agiscono sulla
membrana citoplasmatica depolarizzandola con la riduzione del potenziale transmembrana e
formandovi pori in funzione della differenza di potenziale1,166. Il risultato della formazione
di un poro è la perdita di amminoacidi accumulati e l’inibizione del trasporto di amminoaci-
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Figura 13.7 Crescita di S. aureus in coltura pura (C), in associazione con L. plantarum (L), con P. cerevi-
siae (P) e con L. plantarum e P. cerevisiae in miscela (M) in pollame dissossato meccanicamente e cotto
(MDPM) a 15 °C. I batteri lattici sono stati aggiunti in concentrazioni di 10 9 cellule/g. (Da Raccach e
Baker153, copyright © 1978 International Association for Food Protection, con autorizzazione)



di. È stato dimostrato che un mutante di L. monocytogenes resistente alla nisina contiene
quantità significativamente inferiori di fosfolipidi nella membrana citoplasmatica130. Giacché
si ipotizza che il bersaglio per la nisina siano i fosfolipidi di membrana, quanto minore è la
quantità di questi ultimi tanto minore è la suscettibilità della membrana alla formazione di
pori139. A differenza della nisina (batteriocina di classe I), le batteriocine di classe II – come
la lattococcina B – possiedono spettri d’azione più ristretti e la loro attività di membrana
porta alla perdita di ioni e al consumo di ATP e di forza motrice dei protoni. Nell’ultimo
decennio si è resa disponibile una vasta letteratura scientifica sulle batteriocine8,86,91,170, alla
quale si rimanda per maggiori informazioni su questo argomento.

L’inefficacia della nisina sulla carne bovina fresca è dovuta apparentemente alla sua inat-
tivazione da parte del sistema enzimatico glutatione S-transferasi164; è stato dimostrato che
tre molecole di glutatione si coniugano con una molecola di nisina. In un altro studio, è stato
dimostrato l’effetto sinergico tra nisina e CO2 mediante la perdita di carbossifluorescina dai
liposomi nei ceppi selvaggi di L. monocytogenes (questo stesso effetto è causato dall’entero-
cina P prodotta da Enterococcus faecium P13 82) dopo esposizione a 2,5 ppm di nisina in
atmosfera al 100% di CO2

137. Impiegando un ceppo resistente alla nisina, con 2,5 ppm non si
è verificata alcuna riduzione del numero di cellule, mentre con un ceppo selvaggio vi è stata
una riduzione di 2 unità logaritmiche in aria e di 4,1 unità logaritmiche in presenza del 100%
di CO2

137. Un effetto sinergico è stato osservato anche nei confronti di L. monocytogenes uti-
lizzando lattati di zinco e di alluminio oppure cloruri di zinco e di alluminio in associazione
con 100 UI/mL di nisina; i risultati hanno mostrato che il pretrattamento con lattato di zinco
sensibilizza il microrganismo alla nisina124. Da questi risultati, la membrana cellulare sareb-
be il bersaglio più probabile; tale ipotesi è supportata dall’osservazione che nisina e vanco-
micina hanno lo stesso bersaglio: nello specifico, il precursore della parete cellulare Lipide
II ancorato alla membrana, per il quale la nisina presenta elevata affinità21.

La nisina è stata combinata con lisozima e EDTA in un rivestimento di gelatina per valu-
tarne l’effetto sulla microflora alterante. Il test è stato condotto su prosciutto cotto e mortadel-
la, che sono stati ricoperti con 0,2 g di gelatina al 7% + 25,5g/L di lisozima-nisina (1:3) + 25,5
g/L di EDTA. Ciascun campione è stato inoculato con sei specie batteriche, confezionato sotto
vuoto e conservato a 8 °C per 4 settimane67. I gel antimicrobici hanno determinato un’im-
mediata riduzione – anche di 4 log cfu/cm2 – dei quattro Gram-positivi (B. thermosphacta,
L. sakei, L. mesenteroides e L. monocytogenes), la cui crescita è stata inibita nelle 4 settima-
ne successive. Sul prosciutto, il trattamento ha determinato una riduzione di E. coli O157:H7
di 2 unità logaritmiche, mentre sulla mortadella è risultato inefficace verso questa specie67.

Utilizzando un progetto sperimentale di Doehlert, è stato osservato che nisina e attività
dell’acqua (aw) avevano effetto sinergico e che il numero di cellule poteva essere ridotto di
4-5 unità logaritmiche con 1000-1400 UI/mL di nisina, pH 5,5-6,5 e aw di 0,97-0,98 31. L’ef-
fetto osservato era indipendente dal tipo di soluto impiegato per il controllo di aw.

Altre batteriocine
Due ceppi di Carnobacterium piscicola, risultati antilisteria al saggio di diffusione in agar,
sono stati testati su salmone affumicato a freddo e conservato a 5 °C: uno è risultato effica-
ce nel ridurre L. monocytogenes da 103 a <10 ufc/mL dopo 32 giorni138; l’altro ceppo, pro-
duttore di antimicrobico “non-batteriocina”, ha inibito la crescita del patogeno. In un’altra
ricerca un ceppo di C. piscicola è stato testato su salmone affumicato a freddo verso L. mono-
cytogenes ed è risultato letale per il patogeno entro 21 e 12 giorni, rispettivamente a 4 e
12 °C 215. Estratti purificati di batteri lattici sono risultati inibitori per il patogeno mediante
saggio su piastra. Duecento isolati da alimenti e colture provenienti da industrie alimentari
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di L. monocytogenes sono stati testati per la suscettibilità alle batteriocine di classe IIa saka-
cina P1, sakacina A e pediocina PA-1 insieme a nisina. Le concentrazioni del composto atti-
vo in grado di conseguire la riduzione del 50% del carico microbico (IC50) sono state deter-
minate con il metodo plate assay (su piastra), utilizzando le seguenti concentrazioni espres-
se in ng: pediocina PA-1 (0,10-7,34); sakacina A (0,15-44,2); nisina (2,2-781). Nessuno dei
ceppi di listeria è risultato resistente alle batteriocine di classe IIa102; la sakacina P1 ha con-
sentito di dividere i ceppi in due gruppi distinti.

13.15  Endolisine

Giunti a maturazione all’interno delle cellule batteriche ospiti i batteriofagi neoformati deter-
minano il proprio rilascio mediante l’impiego consecutivo di due piccole proteine idrofobi-
che: le holins (hole-former, proteine formanti pori) e le endolisine. Le holins distruggono la
membrana cellulare e formano pori attraverso i quali possono passare le endolisine218; que-
ste hanno come bersaglio i legami del peptidoglicano delle cellule batteriche (Gram-positi-
ve) e dopo la distruzione di questa barriera cellulare viene rilasciata la progenie del fago.
(Per un approfondimento, vedi il riferimento bibliografico 205.) Oltre a lisare la cellula bat-
terica dall’interno, le endolisine rilasciate dai Gram-positivi lisano i batteri anche dall’ester-
no 224. La produzione e l’impiego di endolisine fagiche per controllare alcuni batteri patoge-
ni di origine alimentare è stata dimostrata; di seguito se ne riportano tre esempi.

Un esame del sistema litico della parete cellulare del fago Φ3626 di Clostridium perfrin-
gens ha rivelato che questo fago produce una olina e una endolisina. La funzione dell’olina
è stata dimostrata mediante la sua capacità di sostituire l’olina del fago lambda, eliminata per
delezione, all’interno di un vettore fagico modificato. Il gene dell’endolisina (ply3626) è
stato clonato ed espresso in E. coli. Testata contro 48 ceppi di C. perfringens, l’endolisina
fagica, applicata esogenamente, li ha distrutti tutti con la sua attività litica224. Clostridium
fallax, che possiede un peptidoglicano con struttura simile a quello di C. perfringens, è stata
la sola altra specie lisata.

Endolisine prodotte da fagi di L. monocytogenes sono state introdotte in una coltura star-
ter di batteri lattici, consentendo all’enzima fagico di ridurre o eliminare il patogeno duran-
te la maturazione del formaggio. Per ottimizzare il rilascio sulla superficie dei formaggi delle
endolisine sintetizzate all’interno delle cellule batteriche, il gene codificante per l’endolisi-
na è stato modificato per trasportare un peptide segnale. Quando questo costrutto è stato
introdotto in una coltura starter di Lactococcus lactis, è stato identificato un clone che espri-
meva una forte attività litica, che era esportata quantitativamente dalle cellule del Lactococ-
cus nel mezzo circostante, dove causava la rapida lisi delle cellule di L. monocytogenes 64. Il
vettore è stato introdotto anche in un ceppo di L. lactis utilizzatore di lattosio, dove è stato
prodotto un enzima funzionale e il vettore si è dimostrato compatibile con i plasmidi nativi
del lattococco64. Questi ricombinanti sono stati anche utilizzati in esperimenti preliminari di
fermentazioni lattiero-casearie per il controllo di L. monocytogenes: al termine del periodo
di maturazione del formaggio camembert è stata dimostrata una riduzione del 95% del pato-
geno (dati non pubblicati: M.J. Loessner et al.).

Una endolisina ad ampio spettro ottenuta da un fago di Lactobacillus helveticus si è dimo-
strata in grado di lisare diverse specie di lattobacilli, come pure lattococchi, pediococchi,
Enterococcus faecium e alcuni batteri Gram-positivi45. Listeria innocua, Streptococcus sali-
varius subsp. thermophilus, tre specie/ceppi di propionibatteri, come pure E. coli, Pseudo-
monas fluorescens e Salmonella Abortus-ovis non erano influenzati dal costrutto.
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13.16  Batteriofagi come agenti di biocontrollo

I fagi litici specifici per determinate specie e ceppi batterici sono notoriamente in grado di
distruggere le loro cellule ospiti e questo è alla base della tipizzazione fagica, descritta nel
capitolo 11. Per quanto riguarda il controllo dei batteri patogeni e alteranti negli alimenti, la
questione è se i fagi possono distruggere le loro specifiche cellule ospiti anche in questo
ambiente. In altre parole, può il substrato alimentare prevenire l’attacco del fago alle cellu-
le ospiti? E nel caso ciò non fosse possibile, altri fattori possono prevenire la lisi cellulare?
Negli anni Sessanta sono state pubblicate ricerche sulla capacità dei batteriofagi di distrug-
gere le loro cellule ospiti in diversi ambienti e condizioni, tra i quali carne, pollame e alcu-
ne patologie umane; alcune di queste ricerche sono state oggetto di review6,70,75.

Alla fine degli anni Sessanta è stata dimostrata la capacità dei fagi di lisare le loro cellu-
le ospiti isolate da pesce, carni e latte scremato, ma questi studi iniziali utilizzavano fagi e
cellule ospiti in colture liquide ed estratto di carne. Sembra che il primo studio condotto su
fagi aggiunti direttamente alla carne per il controllo dei batteri alteranti sia stato quello di
Greer 75, nel quale sono state utilizzate costate, una specie di Pseudomonas precedentemente
isolata da carne bovina alterata e un fago omologo a livelli di 108 ufp/mL. Quattro giorni
dopo l’aggiunta del fago sulla superficie delle bistecche (conservate a 7 °C), precedentemen-
te inoculata con il batterio ospite, si è osservata una riduzione di 1-2 unità logaritmiche del
batterio e un aumento di 2 unità logaritmiche del fago. L’aggiunta di 108 ufp/mL di fago
determinava un prolungamento della case-life (conservabilità nel banco frigorifero) delle
bistecche da 1,6 a 2,9 giorni75. In generale, lo scolorimento superficiale e l’accettabilità com-
merciale risultavano migliorate dai trattamenti con il fago.

È stata studiata su frammenti di pelle di pollo la riduzione di S. Enteritidis e di Campylo-
bacter jejuni da parte di fagi specifici70. In presenza di S. Enteritidis i fagi aumentavano da
1,0 a 3,49 ufp/cm2 dopo 48 ore, mentre quelli aggiunti su pelle non inoculata diminuivano.
Questi ricercatori hanno utilizzato un valore di molteplicità di infezione (MOI) che correla-
va i numeri relativi dei fagi ai loro batteri ospiti. Con MOI = 1, il numero dei fagi aumenta-
va e riduceva quello dei due patogeni di < 1 log/cm2. Con MOI = 100-1000, la concentrazio-
ne dei batteri veniva ridotta rapidamente fino a 2 unità logaritmiche in 48 ore. Con MOI =
107 non sono state recuperate salmonelle70.

In uno studio sull’incidenza e sulla prevalenza di fagi di C. jejuni su pollame in vendita
al dettaglio sono stati trovati fagi in 34 campioni di pollo fresco porzionato su 300, mentre i
150 campioni congelati sono risultati negativi 7. È stata dimostrata l’efficacia dei fagi ospite-
specifici nel ridurre il numero di C. jejuni su pelle di pollo artificialmente contaminata7. I
fagi Campylobacter sono dsDNA (DNA a doppio filamento) e appartengono alle famiglie
Myxoviridae e Siphoviridae. Per provocare la lisi delle cellule, i fagi necessitano di cellule
ospiti in fase di divisione; poiché C. jejuni non cresce a temperature inferiori a 30 °C circa,
non sembra essere un buon candidato per il controllo fagico nei prodotti refrigerati. Tuttavia
se i fagi si attaccano alle cellule refrigerate, possono divenire attivi durante la successiva cre-
scita delle cellule ospiti.

I fagi si sono dimostrati in grado di ridurre il numero di patogeni alimentari come L.
monocytogenes sulla superficie di formaggi stagionati, come pure di E. coli O157:H7 e di
salmonelle su pollame fresco. Essi erano liberamente utilizzati nella ex Unione Sovietica per
trattare alcune infezioni batteriche umane. I colifagi sono molto comuni sul pollame fresco,
dove sembrano ridurre il numero di E. coli vitali104. I fagi possono costituire un problema per
gli utilizzatori di colture starter nei prodotti lattiero-caseari e carnei, in quanto la lisi di uno
o più ceppi starter è causa di fermentazioni difettose. Per sfruttare appieno le reali possibili-
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tà offerte dai virus batterici nel ridurre la presenza negli alimenti di batteri alteranti e pato-
geni sono necessarie ancora molti studi.

Fagi di Vibrio vulnificus sono stati isolati da ostriche prelevate da acque di estuario in
diverse località intorno agli Stati Uniti: le concentrazioni variavano da 10 a 105 ufc/g di tes-
suto di prodotto. Tutti gli isolati, tranne uno, sono risultati specifici per questo patogeno; solo
un isolato era in grado di causare la lisi di V. parahaemolyticus 42. Due colifagi hanno dimo-
strato di possedere un ampio spettro di ospiti, essendo capaci di lisare non solo molti ceppi
di E. coli, ma anche Proteus mirabilis, Shigella dysenteriae e due ceppi di salmonelle71. 

13.17  Teoria degli ostacoli (Hurdle concept)

Nel capitolo 3 è stato discusso l’effetto dei singoli parametri di crescita, intrinseci ed estrin-
seci, sulla vitalità dei microrganismi. La teoria degli ostacoli (hurdle concept), proposta da
L. Leistner in Germania a metà degli anni Settanta, prevede invece l’impiego di più fattori o
tecniche per controllare i microrganismi negli alimenti. Questo metodo – noto anche come
“tecnologia barriera”, “conservazione combinata” e “metodi combinati” – era applicato nella
pratica ad alcuni alimenti già da un secolo.

Un semplice esempio di applicazione di tale metodo è rappresentato dalla prevenzione
della germinazione delle spore di ceppi proteolitici o del gruppo I di C. botulinum. Tra i para-
metri intrinseci ed estrinseci (ostacoli) notoriamente in grado di prevenirne la germinazione e
la crescita vi sono: pH < 4,6, aw < 0,94, NaCl 10% o più, NaNO2 120 ppm circa, temperatura
di incubazione <10 °C e una abbondante microflora batterica aerobia. Negli alimenti formu-
lati secondo questo criterio è presente una serie di tali ostacoli, che realizzano un approccio
multitarget per l’inibizione, la germinazione e la crescita di queste spore. Va osservato che tra
gli ostacoli menzionati è compresa la microflora batterica aerobia, che dà luogo a competizio-
ne microbica. Gli importanti parametri pH e aw possono essere controllati dalla crescita della
microflora presente nell’alimento, in particolare dai batteri lattici. La tecnologia basata sulla
teoria degli ostacoli è assai più complessa e ampia di quanto possa apparire da questa sinteti-
ca descrizione; maggiori informazioni possono essere reperite in Leistner e Gould114.

Per quantificare meglio gli effetti di questa tecnologia, valutando la sinergia esistente tra
due o più parametri125, è stato proposto il concetto di crescita/non crescita (G/NG, growth/no-
growth). Con tale metodo si individua quando – durante l’interazione tra due o più parametri
– si verifica l’interruzione della crescita, cioè il limite tra crescita e non crescita. La definizio-
ne e la determinazione precisa di quali fattori/parametri permettono la crescita di un dato
microrganismo e di quali la prevengono dovrebbero consentire la creazione di modelli per la
teoria degli ostacoli. (Per ulteriori informazioni, si consiglia il riferimento bibliografico 125.)
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Questo capitolo tratta dei diversi metodi di confezionamento in atmosfera modificata (MAP,
modified atmosphere packaging) impiegati per cambiare l’ambiente gassoso sopra e intorno
all’alimento allo scopo di estenderne la shelf life. Complessivamente, consiste delle diverse
modalità in cui l’anidride carbonica (CO2) è utilizzata come gas preservante. È noto dal 1882
che aumentate concentrazioni di CO2 prolungano la shelf life delle carni fresche e l’applica-
zione pratica di questo gas per estendere la shelf life delle carni rosse è stata praticata per
molti decenni (tabella 14.1). L’effetto della CO2 su alcuni prodotti vegetali fu osservato già
nel 182184. Negli Stati Uniti circa il 90% delle carni confezionate è sotto vuoto/MAP e circa
il 90-95% della pasta fresca venduta in Inghilterra è confezionata in atmosfera modificata76. 

14.1  Definizioni

Non vi è consenso sulla terminologia utilizzata per descrivere le diverse metodologie per
aumentare il livello di CO2 e diminuire quello di O2. La terminologia più ampiamente utiliz-
zata è definita e descritta brevemente di seguito.

14.1.1  Conservazione ipobarica

Questa tecnica prevede la conservazione degli alimenti in aria in condizioni di bassa pressio-
ne, bassa temperatura ed elevata umidità: questi parametri sono controllati con precisione
insieme alla ventilazione. Lo stato ipobarico determina ridotte concentrazioni di ossigeno,
che, a loro volta, risultano in una riduzione dell’ossidazione dei grassi. Atmosfere di circa 10
mmHg si sono dimostrate efficaci per le carni e i prodotti ittici, 10-80 mmHg per frutta e ver-
dure e 10-50 mmHg per i fiori recisi (1 atm = 760 mmHg). In uno studio su lonza di maiale,
una pressione di 10 mmHg associata a circa –18 °C (0 °F) e al 95% di umidità relativa è risul-
tata sei volte più efficace della conservazione in aria per prolungare la shelf life 49. Questo
metodo è stato descritto per la prima volta intorno al 1960 da Stanley Burg; un contenitore
ipobarico commerciale è stato sviluppato nel 1976 (tabella 14.1). Poiché il ricorso alla con-
servazione ipobarica è limitato, il metodo non sarà ulteriormente approfondito.

14.1.2  Confezionamento sotto vuoto

Con questo metodo (vacuum packaging), l’aria viene rimossa dalla busta impermeabile ai
gas e poi viene realizzata la chiusura ermetica; tale processo ha l’effetto di ridurre la pres-

Capitolo 14

Conservazione degli alimenti
mediante atmosfere modificate

383J.M. Jay et al., Microbiologia degli alimenti
© Springer-Verlag Italia 2009



sione residua dell’aria dalla pressione usuale di 1 bar fino a valori di circa 0,3-0,4 bar: in
questo modo viene rimossa anche parte dell’ossigeno presente (1 bar = 0,9869 atm). Nella
conservazione di un prodotto alimentare confezionato sotto vuoto, per effetto della respira-
zione dei tessuti e della crescita microbica, si verifica un aumento di anidride carbonica e un
consumo di un uguale volume di ossigeno. Nel caso delle carni, in quattro ore si può svilup-
pare fino al 10-20% di CO2 e la concentrazione finale può arrivare anche al 30% per effetto
dell’attività respiratoria della flora aerobica (tabella 14.2).

Il confezionamento sotto vuoto può essere realizzato schematicamente in due modi: inse-
rendo l’alimento in un sacchetto a elevata barriera ai gas, facendo il vuoto (10-745 mmHg)
nella confezione per evacuare l’aria e sigillando a caldo oppure immergendo la confezione
sigillata in acqua a 80-90 °C per far aderire perfettamente l’involucro al prodotto. Un meto-
do adatto per le carni fresche consiste semplicemente nell’evacuare l’eccesso di aria dalla
confezione e nel sigillare a caldo. Oltre a rallentare la crescita dei microrganismi alteranti
aerobi, il confezionamento sotto vuoto minimizza il calo di peso del prodotto e ritarda l’os-
sidazione dei grassi e la perdita di colore. Le proprietà di trasmissione dei gas e del vapore
d’acqua di alcune plastiche impiegate per il confezionamento sotto vuoto sono riportate nella

Tabella 14.2 Percentuale di CO2 e di O2 in confezioni impermeabili ai
gas di carne fresca di maiale conservata da 3 ore a 14 giorni a 2 e a 16 °C

Tempo 2°C 16°C

di conservazione CO2 O2 CO2 O2

3 ore 3-5 20 3-5 –
4 giorni 13 20 30 1
5 giorni – – 30 1
10 giorni 15 1 – –
14 giorni 15 1 – –

(Adattato con autorizzazione da GA Garden et al28. Bacteriology of prepacked pork
with reference to the gas composition within the pack, Journal of Applied Bacteriology,
30: 321-333, copyright © 1967 Blackwell Scientific Publishers)
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Tabella 14.1 Cronologia dei primi impieghi delle atmosfere modificate e delle relative tecnologie 

1882 Si dimostra che livelli elevati di CO2 estendono la shelf life delle carni di 4-5 settimane
1889 Si dimostra l’attività antibatterica della CO2

1895 Lopriore osserva che il 100% di CO2 inibisce la germinazione delle spore delle muffe
1910 Si diffonde l’impiego del confezionamento in atmosfere modificate per preservare

alcuni tipi di alimenti
1938 Circa il 26% delle carni della Nuova Zelanda e il 60% di quelle australiane sono spedite

in atmosfera di CO2

1960 Stanley Burg descrive il sistema ipobarico
1972 Negli Stati Uniti viene introdotto il processo Tectrol per il trasporto su lunga distanza

di carni, pollame e prodotti ittici
1972 La Union Carbide Corporation brevetta un sistema di atmosfera criogenica a base

di O2 e N2 liquidi
1976 La Grumman Corporation produce il sistema Dormavac, un contenitore per la conservazione

ipobarica durante il trasporto su strada basato sull’ipotesi di Burg



tabella 14.3. In generale, la permeabilità alla CO2 di tali film è sempre più elevata rispetto a
quella all’ossigeno di un fattore compreso tra 2 e 5. 

14.1.3  Confezionamento in atmosfera modificata

In generale, il MAP è un processo iperbarico che consiste nell’alterazione della composizio-
ne dell’atmosfera presente nell’ambiente o nella confezione in cui viene conservato l’alimen-
to mediante insufflamento di miscele variabili di CO2, N2 e/o O2. La concentrazione iniziale
dei gas non può essere variata in modo controllato durante la conservazione. Vi sono essen-
zialmente due tipi di MAP 29:
1. MAP in elevate concentrazioni di O2: possono essere impiegate concentrazioni fino al

70% di O2, insieme a circa il 20-30% di CO2 e allo 0-20% di N2. La crescita dei micror-
ganismi aerobi è rallentata ma non inibita da concentrazioni moderate di CO2. Questo
metodo è indicato per il confezionamento di carni rosse, poiché livelli elevati di O2 con-
tribuiscono al mantenimento del colore rosso. Durante la conservazione, la concentrazio-
ne dei gas cambia spontaneamente.

2. MAP in basse concentrazioni di O2: i livelli di O2 possono arrivare al 10%, mentre la con-
centrazione di CO2 viene mantenuta intorno al 20-30%; se necessario si addiziona N2.

14.1.4  Atmosfera modificata in equilibrio

Questo tipo di confezionamento (EMA, equilibrium-modified atmosphere), impiegato per
prodotti ortofrutticoli freschi76, è realizzato introducendo gas all’interno di una confezione
permeabile ai gas oppure sigillando la stessa senza apportare alcuna modifica.

Capitolo 14  -  Conservazione degli alimenti mediante atmosfere modificate 385

Tabella 14.3 Proprietà di trasmissione di gas e vapore acqueo di alcuni film utilizzati
per il confezionamento degli alimenti

Proprietà di trasmissione Osservazioni

1. OTR 7,8-9,3 mL/m2/24 h/37,8 °C/70% RH Barriera estremamente elevata
2.a OTR 8 mL/m2/24 h/4 °C/100% RH Barriera estremamente elevata
2.b CO2TR 124 mL/m2/24 h/100% RH
2.c WVTR 18,6 g/m2/24 h/37 °C/100% RH
3. OTR 10 mL/m2/24 h/22,8 °C/0% RH
4.a OTR 32 mL/m2/24 h/23,9 °C/50% RH Barriera elevata
4.b CO2TR 47 mL/m2/24 h/23,9 °C/70% RH
4.c WVTR 0,8-1,8 g/m2/24 h/23,9 °C/70% RH
5. OTR 52 mL/m2/24 h/1 atm/25 °C/75% RH Barriera elevata
6. OTR 154 mL/m2/24 h Sacchetti whirl-pak
7. OTR 300 mL/m2/24 h/25 °C/1 atm/100% RH Comunemente usato per sotto vuoto
8. OTR 1.000 mL/m2/24 h/25 °C/1 atm/90% RH Essenzialmente aerobico
9. OTR 6.500 mL/m2/24 h/23 °C/0% RH Altamente permeabile
10. OTR 7.800-13.900 mL/m2/24 h Film PVC

WVTR 240-419 g/m2/24 h
11. OTR 6.500 mL/m2/24 h/23 °C/0% RH Avvolto con film estensibile

OTR = velocità di trasmissione dell’ossigeno. CO2TR = velocità di trasmissione dell’anidride carbonica.
WVTR = velocità di trasmissione del vapor d’acqua. RH = umidità relativa. PVC = polivinilcloruro.



14.1.5  Confezionamento o stoccaggio in atmosfera controllata

Sebbene alcuni autori ritengano che il confezionamento e lo stoccaggio in atmosfera control-
lata (CAP, CAS) siano diverse dal MAP, le due tecnologie possono essere considerate varian-
ti di quest’ultima. Mentre nel MAP la composizione dei gas cambia spontaneamente nel
corso della conservazione, nel CAP la composizione dei gas realizzata viene poi mantenuta
forzatamente invariata. Inoltre, i sistemi MAP a bassa ed elevata concentrazione di O2 pos-
sono essere realizzati con film plastici altamente impermeabili ai gas, la tecnologia CAP
richiede invece laminati di fogli di alluminio o contenitori metallici o di vetro, poiché il sin-
golo film plastico (non multistrato) non offre una completa impermeabilità ai gas. 

Dal momento che i metodi sotto vuoto, MAP o CAP alterano, seppure con modalità dif-
ferenti, la concentrazione di O2 e di CO2, la distinzione tra queste tecnologie è spesso trascu-
rata negli studi sull’efficacia e sulle modalità di azione della CO2. Nei prossimi paragrafi
sono esaminati, inidipendentemente dalla metodologia usata, gli effetti di aumentate concen-
trazioni di CO2 sull’inibizione dei microrganismi e sulla qualità degli alimenti.

14.2  Principali effetti della CO2 sui microrganismi

Esponendo per tempi prolungati i microrganismi a concentrazioni non inferiori al 10% di
anidride carbonica, si verificano i fenomeni descritti di seguito.

1. L’attività inibitoria aumenta al diminuire della temperatura di incubazione o conservazio-
ne. Ciò è dovuto sia alla maggiore solubilità in acqua della CO2 alle basse temperature sia
all’effetto additivo di una temperatura di crescita inferiore a quella ottimale. A 1 atm, 100
mL di acqua assorbono 88 mL di CO2 a 20 °C e solo 36 mL a 60 °C.

2. Sebbene siano state impiegate concentrazioni di CO2 comprese tra 5 e 100%, sembrano
ottimali livelli del 20-30%, poiché valori più elevati non apportano ulteriori benefici. Ciò
vale soprattutto per le carni fresche, per le quali è considerato ideale il 20% circa30,31.
Livelli maggiori possono essere usati per i prodotti ittici. Per mantenerne il colore rosso,
le carni possono essere esposte prima a monossido di carbonio (CO)* e poi all’atmosfe-
ra arricchita di CO2, oppure possono essere conservate in atmosfera di CO2 e O2 in rap-
porto 20:80. 

3. L’effetto inibitorio aumenta quando il valore di pH diminuisce fino al range di acidità; per
tale motivo, la CO2 è più efficace per le carni rosse fresche che per i prodotti ittici. Il con-
fezionamento sotto vuoto delle carni rosse con pH> 6,0 non è efficace. La shelf life del
pesce confezionato sotto vuoto è ridotta dalla crescita di Photobacterium phosphoreum16

e di Shewanella putrefaciens1.
4. In generale, i batteri Gram-negativi sono più sensibili dei Gram-positivi all’inibizione da

CO2; Pseudomonas spp. sono tra le specie più sensibili e Clostridium spp. tra quelle più
resistenti (tabella 14.4). Durante la conservazione prolungata delle carni, la CO2 determi-
na una variazione sostanziale nella popolazione microbica presente: da una ampiamente
rappresentata da batteri Gram-negativi – tipica del prodotto fresco – a una rappresentata
per lo più, o quasi esclusivamente, da batteri Gram-positivi. Come si può osservare dai dati
riportati nella tabella 14.5, tale fenomeno si verifica anche per lonza di maiale affumicata
e würstel 6.
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5. L’esposizione alla CO2 determina un rallentamento sia della fase lag sia di quella espo-
nenziale del ciclo di crescita microbica.

6. La CO2 sotto pressione, rispetto a quella a pressione atmosferica, risulta considerevol-
mente più efficace verso i microrganismi: pressioni compresa tra 6 e 30 megapascal
(MPa) possono distruggere batteri e funghi in diverse condizioni (si veda il capitolo 19
sulle alte pressioni idrostatiche). Si ritiene che l’azione distruttiva si verifichi quando la
pressione viene rilasciata improvvisamente.
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Tabella 14.4 Sensibilità relativa dei microrganismi alla CO2

riferita a confezioni sotto vuoto e in atmosfera modificata

Pseudomonas spp. Più sensibile
Aeromonas spp.
Bacillus spp.
Muffe
Enterobacteriaceae
Enterococcus spp.
Brochothrix spp.
Lactobacillus spp.
Clostridium spp. Più resistente

(Adattata da Molin68, European Journal of Applied Microbiology and
Biotechnology, 18: 214-217, copyright © 1983 Springer-Verlag, New York
con autorizzazione)

Tabella 14.5 Effetto della conservazione sulla microflora di due tipi di carne mantenuti a 4 °C
per un periodo compreso tra 48 e 140 giorni

Lonza di maiale affumicata

0 gg SV 48 gg CO2 48 gg N2 48 gg

Log APC/g 2,5 7,6 6,9 7,2
pH 5,8 5,8 5,9 5,9
Microflora Flavobacterium (20) Lactobacillus (52)a

dominante (%) Arthrobacter (20) Lactobacillus (74)b

Lieviti (20) Lactobacillus (67)c

Pseudomonas (11)
Corynebacterium (10)

Würstel

0 gg SV 98 gg CO2 140 gg N2 140 gg

Log APC/g 1,7 9,0 2,4 4,8
pH 5,9 5,4 5,6 5,9
Microflora Bacillus (34) Lactobacillus (38) Lactobacillus (88)d Lactobacillus (88)e

dominante (%) Corynebacterium (34)
Flavobacterium (8)
Brochothrix (8)

SV = sotto vuoto.
a,b,c,d,e Percentuali di microflora rappresentata da Weissella viridescens: a40; b72; c50; d22; e35.
(Adattata da Blickstad e Molin 6)



14.2.1  Modalità d’azione

Sono state proposte due differenti spiegazioni del meccanismo di inibizione microbica della
CO2. Secondo King e Nagel 57 la CO2 blocca il metabolismo di Pseudomonas aeruginosa e
sembra esercitare un’azione di massa sulla decarbossilazione enzimatica. Sear e Eisenberg79

hanno osservato che la CO2 influenzava la permeabilità della membrana cellulare; Enfors
e Molin 22, nei loro studi sulla germinazione delle endospore di Clostridium sporogenes e
C. perfringens, hanno trovato evidenze a supporto di tale ipotesi. Alla pressione di 1 atm
veniva stimolata la germinazione delle spore di queste due specie, mentre quella delle spore
di Bacillus cereus era inibita. Come dimostrato da altri ricercatori, tale azione stimolante
della CO2 è maggiore a valori più bassi di pH. A una pressione di CO 2 di 55 atm era in grado
di germinare solo il 4% delle spore di C. sporogenes; la stessa percentuale di germinazione
si osservava per C. perfringens a una pressione di 50 atm di CO2

22. Gli autori di questa ricer-
ca hanno ipotizzato che l’inibizione da CO2 fosse dovuta al suo accumulo nel doppio strato
lipidico della membrana cellulare, che determinerebbe un aumento della fluidità della mem-
brana stessa. Un effetto negativo sulla permeabilità di membrana è stato suggerito anche da
altri studiosi. Quando la CO2 disciolta è presente anche come acido carbonico (HCO 3

–, uno
dei prodotti della sua dissociazione), può causare variazioni della permeabilità cellulare7.
Disciolta nell’acqua, la CO2 si dissocia nei seguenti prodotti:

CO2 + H2O F H2CO3F H+ + HCO3–
F 2H + CO3

2–

Lo spettro antimicrobico della CO2 è molto simile a quello del diacetile; sebbene di per sé
ciò non significhi che i due composti possiedano lo stesso meccanismo di azione, le straor-
dinarie somiglianze sono degne di nota. Il diacetile è un antagonista dell’arginina; la sua
modalità di azione è stata discussa insieme a quella di altri composti α-dicarbonilici 51. La
maggiore sensibilità dei batteri Gram-negativi agli inibitori α-dicarbonilici sembra essere
dovuta alla loro capacità di inattivare le proteine leganti amminoacidi – in particolare quel-
le in grado di legare arginina – presenti nel periplasma cellulare. Pertanto, sembra ragione-
vole ipotizzare che il sito di azione di CO2 sia il periplasma, dove interferisce con il norma-
le funzionamento delle proteine leganti amminoacidi.

14.2.2  Prodotti alimentari

Il successo dell’uso dei metodi di confezionamento sotto vuoto, MAP e CAS per estendere
la shelf life di una grande varietà di alimenti è ben documentato; di seguito sono riassunti
alcuni specifici aspetti antimicrobici di queste tecnologie.

Carni fresche e trasformate
Tra i primi a dimostrare l’efficacia di elevati livelli di CO2 nella conservazione di carni
tagliate si ricordano: in Inghilterra, J. Brooks, che nel 1933 ne studiò l’effetto su carne
magra, E. Callow, che lo studiò su carne di maiale e bacon, e R.B. Haines, che dimostrò
l’azione di CO2 sui microrganismi alteranti; in Australia, W.A. Empey, che nel 1933 impie-
gò CO2 per la conservazione di carni bovine73.

In generale la shelf life delle carni rosse può essere estesa fino a 2 mesi, se confezionata
in atmosfera di O2 75% + CO2 25% e conservata a –1 °C. L’elevato livello di ossigeno assi-
cura il mantenimento del colore rosso. È stato dimostrato che è necessario almeno il 15% di
CO2 per ritardare la crescita microbica su bistecche di bovino e che una miscela costituita di
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CO2 15% + O2 75% + N2 10% è più efficace del vuoto sia per il mantenimento del colore
rosso sia per la qualità microbiologica nelle carni4. L’importanza della temperatura di stoc-
caggio per le carni MAP è stata inizialmente dimostrata da Jaye e colleghi52, che hanno osser-
vato notevoli differenze di qualità nella carne bovina macinata a seconda che fosse conser-
vata a 30 o a 38 °C. Questi autori hanno confrontato gli imballaggi di Saran (più impermea-
bile ai gas) con quelli di cellophane (permeabile). Precedentemente, Halleck e colleghi38 ave-
vano dimostrato lo straordinario effetto inibitorio del confezionamento sotto vuoto e della
conservazione a 1,1-3,3 °C. L’importanza della temperatura di conservazione è stata dimo-
strata in un altro studio usando il metodo Captech, che combina procedure di lavorazione
igieniche, conservazione a –1 °C, livelli elevati di CO2 e bassi di O2 e imballaggio imper-
meabile ai gas 36. Il processo era applicato a lonze di maiale in condizioni che simulavano
quelle dell’esposizione negli esercizi di vendita al dettaglio, nei quali la temperatura può
arrivare anche a 8 °C. I batteri lattici crescevano senza diminuzione apprezzabile della fase
lag, raggiungendo cariche di 107/cm2 entro 9 settimane. Il comportamento della popolazione
microbica di lonza di maiale affumicata e di würstel conservati sotto vuoto e in presenza di
CO2 è riassunto nella tabella 14.5. Com’è tipico delle carni MAP, la microflora, inizialmen-
te eterogenea, diventa omogenea nel corso della conservazione prolungata sotto vuoto o
MAP, durante la quale il pH diminuisce per la predominanza di batteri lattici 6. 

L’efficacia relativa del confezionamento MAP e del sotto vuoto delle carni rosse può esse-
re valutata determinando le variazioni della capacità di idratazione. Quando la carne di bovi-
no fresca macinata veniva conservata in sacchetti a elevata barriera e mantenuta a 7 °C fino
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Figura 14.1 Perdita dell’aumento della capacità di idratazione di carne bovina fresca macinata e
conservata in sacchetti a elevata barriera a 7 °C per 13 giorni, misurata dal volume di estratto rila-
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a 13 giorni, la capacità di idratazione – determinata dal valore del volume estratto-rilasciato
(ERV, vedi capitolo 4) – rimaneva essenzialmente invariata rispetto ai campioni di controllo
avvolti in fogli in condizioni aerobiche (figura 14.1). I batteri Gram-negativi aumentavano
di circa 6 unità log nelle carni mantenute in condizioni aerobiche e di soli 3 unità log in quel-
le conservate in sacchetti a elevata barriera. Risultati analoghi possono essere ottenuti impie-
gando il metodo con carta da filtro per misurare la capacità di idratazione50. L’aumentata
idratazione era determinata dalla crescita preferenziale di batteri Gram-negativi associata
all’aumento del pH verso valori alcalini.

Nei loro studi condotti su fegati di bovino e di suino e su reni di bovino confezionati in
sacchetti a elevata barriera, Hanna e colleghi43 hanno osservato che il pH diminuiva nei pro-
dotti mantenuti a 2 °C fino a 28 giorni. Il valore di ERV è stato utilizzato per valutare l’alte-
razione di carni confezionate sotto vuoto75.

In uno studio condotto su carni bovine macinate normali e DFD, conservate fino a 11 gior-
ni a 3 °C in atmosfera al 100% di CO2, la shelf life aumentava di circa 3-4 giorni, con svi-
luppo preferenziale della flora batterica lattica e di Brochothrix thermosphacta; nei campio-
ni conservati in aria predominavano invece le Pseudomonadaceae72. Dopo conservazione di
11 giorni, il lattato risultava aumentato nelle carni normali con pH basso confezionate sotto
CO2 e diminuito nei campioni conservati in aria. In salsiccia greca conservata sotto vuoto e
in atmosfera contenente il 100% di CO2 a 4 e a 10 °C, Lactobacillus sakei/curvatus domina-
va (92-96% della microflora) dopo 30 giorni77. La concentrazione di D-lattato aumentava in
misura maggiore nei prodotti conservati in atmosfera di CO2 o sotto vuoto rispetto a quelli
conservati in condizioni aerobiche77. Secondo gli autori di questa ricerca la CO2 non aveva
un effetto significativo sul prolungamento della shelf life di salsiccia greca.

Complessivamente, lo stoccaggio a basse temperature delle carni fresche confezionate
sotto vuoto o MAP dà risultati molto soddisfacenti. Ciò è dovuto, in gran parte, alla presen-
za di acido lattico e di batteri lattici: quando le carni fresche vengono conservate a bassa tem-
peratura in atmosfera con livelli bassi di ossigeno e alti di CO2, la normale microflora pre-
viene la crescita dei microrganismi patogeni grazie alla diminuzione del pH, alla competizio-
ne per l’O2, alla possibile produzione di sostanze antimicrobiche e ad altri fattori.

Pollame
L’efficacia del MAP per la conservazione di pollame fresco è stata dimostrata agli inizi degli
anni Cinquanta73; da allora sono stati riportati numerosi studi. Hotchkiss48 ha utilizzato dal
60 all’80% di CO2 su pollame crudo in contenitori di vetro, osservando un’estensione della
shelf life di almeno 35 giorni a 2 °C. In un altro studio, condotto su pollo intero o in pezzi
mantenuto a 5 °C, i campioni confezionati con un film a elevata barriera (OTR di circa 18
mL/m2/24 h) presentavano una carica batterica inferiore e si conservavano più a lungo di
quelli avvolti con un film estensibile con OTR di 6500 mL/m2/24 h (figura 14.2)58. Dopo 16
giorni a 10 °C, conservando il pollame in aria il valore di conta aerobia su piastra dell’essu-
dato era 9,40 log10, mentre in atmosfera al 20% di CO2 era 6,14 log10

92. Il valore di pH ini-
ziale generalmente più alto è la ragione principale per la quale il pollame fresco MAP ha una
shelf life inferiore a quella della carne bovina fresca confezionata con lo stesso metodo.

Prodotti ittici
I metodi di confezionamento MAP o sotto vuoto si sono dimostrati in grado di prolungare la
shelf life di filetti di merluzzo, dentice, trota iridata, aringhe, sgombri, sardine, pesce gatto e
di altri prodotti ittici. Nel 1933, in Inghilterra, F.P. Coyne avrebbe dimostrato per primo l’ef-
fetto preservante della CO2 sul pesce73.
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Per il pesce, utilizzando CO2 80% + aria 20%, dopo 14 giorni a 35 °C la carica microbi-
ca era di circa log 6/cm2, mentre nel controllo conservato in aria era superiore a log
10,5/cm2. Dopo 14 giorni, da un valore iniziale di 6,75 circa, il pH era diminuito a 6,30 circa
nei prodotti conservati in atmosfera di CO2 e aumentato a 7,45 nei controlli 74. La shelf life
dello scorfano e del salmone conservati a 4,5 °C è stata prolungata dal 20-80% di CO2

8. Con-
servando trote e ombrine in atmosfera di CO2 a 4 °C , è stato ottenuto almeno 1 unità loga-
ritmica di differenza nella conta microbica rispetto ai controlli39. Confezionati in atmosfera
al 100% di CO2 e conservati in ghiaccio, i gamberetti si sono conservati anche per 2 setti-
mane; in tali condizioni, dopo 14 giorni la conta batterica era più bassa di quella riscontra-
ta dopo 7 giorni nei controlli conservati in aria 64. In uno studio condotto su filetti di merluz-
zo conservati a 2 °C, i campioni stoccati in aria si sono alterati in 6 giorni, con un valore di
APC di log10 7,7/g, mentre quelli conservati in atmosfera di CO2 50% + O2 50%, di CO2 50%
+ N2 50% o di CO2 100% hanno mostrato segni di alterazione batterica solo dopo 26, 34 e
34 giorni, rispettivamente, con valori di APC di log10 7,2, log10 6,6 e log10 5,588. È stato sug-
gerito che l’impiego di atmosfere contenenti il 50% di CO2 e il 50% di O2 è tecnicamente
più realizzabile rispetto a quelle contenenti il 100% di CO2. Mentre nella pratica per le carni
rosse il limite superiore per la CO2 è intorno al 20%, concentrazioni più elevate possono
essere utilizzate per il pesce, poiché essi contengono livelli inferiori di mioglobina.
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La conservazione di filetti di salmone in atmosfere contenenti CO2 60% + N2 40% a –2 e
a 4 °C per 24 giorni, risultava più efficace che in aria confrontando la qualità sensoriale a 21
giorni83. I filetti conservati in MAP e a 4 °C si alteravano dopo 10 giorni mentre quelli con-
servati in aria si alteravano in 7 giorni. La qualità sensoriale complessiva dei filetti non veni-
va influenzata negativamente durante la conservazione in MAP83.

L’impiego della tecnologia MAP per i prodotti ittici desta preoccupazione sia perché alcu-
ni ceppi non proteolitici di botulino sono stati riscontrati nelle acque e possono crescere a
temperature inferiori a 4 °C, sia perché il pH dei prodotti ittici, in generale, è più elevato e
più favorevole alla crescita dei patogeni. Per ulteriori informazioni sulla MAP nei prodotti
ittici e sulla relativa sicurezza di impiego leggere in seguito.

14.3  Sicurezza degli alimenti conservati in atmosfera modificata

14.3.1  Clostridium botulinum

Come regola generale, gli alimenti che vengono conservati in atmosfera modificata dovreb-
bero possedere uno o più dei seguenti ostacoli alla crescita di Clotridium botulinum e alla
produzione delle sue tossine:

– aw inferiore a 0,93;
– pH non superiore a 4,6;
– trattamento con NaCl o NO2;
– elevato livello di microrganismi non patogeni (per carni fresche, pollame ecc.);
– conservazione allo stato congelato;
– conservazione a temperature non superiori a 4,4 °C (40 °F);
– shelf life ben definita (per esempio non superiore a 10 giorni).

Poiché questo microrganismo è quello che desta maggiori preoccupazioni in tali prodotti,
sono stati condotti numerosi studi sul suo comportamento in condizioni di conservazione in
atmosfera modificata.

La questione relativa alle caratteristiche organolettiche dei prodotti ittici MAP al momen-
to della produzione di tossina botulinica è stata studiata da diversi ricercatori, tra i quali Gar-
cia e colleghi27. Con un inoculo di 13 tipi di spore di ceppi non proteolitici appartenenti ai
gruppi B, E e F a livelli di 101-104, campioni di 50 grammi di filetti di salmone sono stati con-
servati a diverse temperature e valutati per la presenza di tossina botulinica nelle seguenti
condizioni: sotto vuoto; CO2 100%; CO2 70% + aria 30%. In generale, il rilevamento della
tossina coincideva con la comparsa dei segni di alterazione a 30 °C, li precedeva a 8 e 12 °C
ed era invece posteriore a 4 °C 27. Relativamente al tempo necessario per individuare la com-
parsa della tossina, i filetti risultavano tossici dopo 1 giorno se conservati a 30 °C, 2 giorni a
16 °C, 6 giorni a 12 °C, 6-12 giorni a 8 °C e liberi da tossina per 60 giorni a 4 °C. Solo la tos-
sina di tipo B è stata rilevata. In un altro studio campioni di pesce gatto sono stati inoculati
con una miscela di quattro ceppi di tipo E, a una concentrazione di 3 o 4 spore per grammo,
e conservati in atmosfera costituita da CO2 e N2 in rapporto 80:20 in sacchetti impermeabili
all’ossigeno a 4 e 10 °C 9. Tutti i campioni conservati a 10 °C contenevano tossina al sesto
giorno; quelli conservati a 4 °C contenevano tossina dopo 9 giorni se avvolti in confezioni
overwrapped (permeabili all’ossigeno), ma solo dopo 18 giorni in MAP. Questi ricercatori
hanno osservato che il rilevamento della tossina e l’alterazione microbica coincidevano a
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10 °C, mentre a 4 °C l’alterazione precedeva l’individuazione della tossina. Quando carne
bovina cruda, inoculata con spore botuliniche di tipo A e B, è stata conservata a 25 °C fino a
15 giorni, il rilevamento della tossina è stato possibile dopo 6 giorni ed era sempre accompa-
gnato da significative modificazioni organolettiche, indicando che i campioni tossici confe-
zionati sotto vuoto potevano essere scartati prima del consumo45. In uno studio più recente,
fettine di patata cruda sono state conservate in sacchetti impermeabili all’ossigeno in atmo-
sfera di N2 30% + CO2 70% e incubate a 22 °C 85; le fettine non trattate divenivano tossiche
in 4 o 5 giorni, mentre quelle trattate con NaHSO3 diventavano tossiche dopo 4 giorni, ma
apparivano accettabili fino al settimo giorno. La tossina di tipo A veniva riscontrata prima di
quella del tipo B. In Colorado si sono verificati due casi di botulismo causati dal consumo di
insalata di patate7; negli avanzi dell’alimento, che era stato esposto ad abusi termici durante
la conservazione domestica, è stata rilevata tossina di tipo A.

Cinque tipologie di verdure (lattuga, cavoli, broccoli, carote e fagiolini) sono state impie-
gate in uno studio per valutare il rischio di botulismo associato al MAP. I vegetali sono stati
inoculati con una miscela di spore di 10 tipi A, B e E (7 proteolitici e 3 non proteolitici) e
conservati in buste con OTR variabile tra 3000 e 16.544 mL/m2/24 h a 4, 12 o 21°C 59. La
tossina è risultata assente in tutti i campioni conservati a 4 °C fino a 50 giorni e non è stata
rilevata in nessuno dei campioni di cavolo, carote e fagiolini; è stata, invece, isolata in tutti
i campioni di broccoli conservati a 21 °C, nella metà dei campioni di broccoli mantenuti a
12 °C e in un terzo dei campioni di lattuga a 21 °C 59. I vegetali in cui è stata riscontrata la
presenza di tossina apparivano evidentemente alterati; gli autori dello studio hanno conclu-
so che la produzione di sostanza tossica non precede l’alterazione così palese. In uno studio,
condotto su cavoli MAP, 7 ceppi di tipo A e 7 ceppi proteolitici di tipo B sono stati inocula-
ti in campioni di prodotto affettato sottilmente, conservati in buste a elevata barriera in atmo-
sfera di CO2 70% + N2 30% e incubati a 22-25 °C 86. La concentrazione dell’inoculo era di
100-200 spore per grammo. Solo i ceppi di tipo A crescevano e producevano tossina dopo 4
giorni, quando il prodotto appariva ancora organoletticamente accettabile. Al terzo giorno la
tossina non era rilevabile; il prodotto appariva inaccettabile dal punto di vista sensoriale al
settimo giorno86. I ceppi di tipo B non producevano tossine neppure con inoculi di 14.000
spore per grammo.

In un’indagine effettuata negli Stati Uniti su confezioni commerciali (di circa 450 gram-
mi) di verdure pretagliate e conservate in atmosfera modificata, solo 4 confezioni su 1118
contenevano spore di tipo A: una di cavolo, una di peperone verde e una di insalata mista
all’italiana; un’altra insalata mista conteneva tossine sia di tipo A sia di tipo B62.

Campioni di pasta fresca ripiena italiana sono stati inoculati con spore botuliniche di tipo
A, B e F a livelli di 1,2 ×102 spore/g e conservati a 12 e 20 °C fino a 50 giorni in atmosfera
di CO2 15% + N2 83% + O2 2%18. Nei campioni conservati a 12 °C non è stata rilevata tos-
sina; a 20 °C, la tossina botulinica è stata isolata dopo 30 giorni nei ravioli ripieni di salmo-
ne (pH 6,1; aw 0,95) e dopo 50 giorni in quelli ripieni di carne e di ricotta e spinaci; nei ravio-
li ripieni di carciofi dopo 50 giorni non è stata rilevata tossina18.

In uno studio sulla produzione di tossina botulinica in carne di tacchino cotta non tratta-
ta, inoculata con spore non proteolitiche di tipo B, confezionata in buste impermeabili all’O2

in atmosfera modificata, la tossina era prodotta in 7 giorni a 15 °C, in 14 giorni a 10 °C e in
28 giorni a 4 °C 60. A 4 °C , in atmosfera al 100% di N2, la presenza di tossina era rilevabile
dopo 14 giorni e precedeva o coincideva con l’alterazione sensoriale. 

La produzione di tossina è stata monitorata utilizzando petto di tacchino cotto, inoculato
con un ceppo di C. botulinum non proteolitico di tipo B e conservato in buste impermeabili
all’O2 in presenza di N2 100% oppure di N2 70% + CO2 30%. Dopo sufficiente tempo di
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incubazione, la carne di tacchino è risultata positiva per la presenza di tossina a tutte le tem-
perature e a tutte le combinazioni MAP utilizzate. A 15 °C la tossina era rilevata dopo 7 gior-
ni, a 10 °C dopo 4 giorni e a 4 °C dopo 14 giorni (in presenza di N2 100% e dopo 28 giorni
in presenza di CO2 + N2)60.

14.3.2  Listeria monocytogenes

Il fatto che questo batterio possa crescere a temperature di refrigerazione è il motivo delle
preoccupazioni circa la sua presenza e il possibile sviluppo in alimenti conservati in atmo-
sfera modificata. In uno studio condotto su girello di manzo fresco macinato con pH 5,47,
confezionata sotto vuoto e mantenuta a 4 °C fino a 56 giorni, un ceppo era aumentato di 2,3
unità logaritmiche (da 4,25 a 6,53) dopo 35 giorni, un altro di 1,8 unità logaritmiche dopo
35 giorni e un terzo era rimasto invariato dopo 56 giorni3. Con carne bovina a elevato valo-
re di pH (6,14), tre ceppi di Listeria monocytogenes – ma non il ceppo Scott A – aumentava-
no in modo significativo in 28 giorni.
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Figura 14.3 Sopravvivenza di L. monocytogenes (miscela di cinque ceppi) in campioni di carne bovi-
na macinata conservata sotto vuoto durante la conservazione refrigerata senza o con aggiunta di
L. alimentarius FloraCarn L-2 o del mutante antibiotico-resistente SRL-2. La freccia indica l’aumen-
to della temperatura dei campioni di carne da 4 a 7 °C. Gli esperimenti sono stati condotti in dop-
pio e i risultati rappresentano il valore medio, espressi in log10 ufc/g. (Da Juven et al.54, Virginia Poly-
technic and State University, Blacksburg, Virginia. Growth and Survival of L. monocytogenes in
vacuum packaged ground beef inoculated with Lactobacillus alimentarius FloraCarn L-2, Journal of
Food Protection, 61: 553, copyright © 1998 International Association of Milk, Food and Environmental
Sanitarians, con autorizzazione)



In uno studio sulla crescita e la sopravvivenza di L. monocytogenes in carne bovina maci-
nata confezionata sotto vuoto (pH iniziale 5,4) inoculata con Lactobacillus alimentarius
(ceppo FloraCarn L-2, uno psicrotrofo omofermentante in grado di crescere a 2 °C), la con-
centrazione di L. monocytogenes veniva ridotta dagli effetti antilisteria del lattobacillo, lega-
ti alla produzione di acido lattico (figura 14.3) 54.

Per quanto riguarda il comportamento di questo microrganismo in carne bovina confezio-
nata sotto vuoto, è stato dimostrato che i fattori critici sono: temperatura, pH, tipo di tessu-
to e contenuto di grasso35. La crescita del microrganismo era più abbondante nella carne
grassa e non risultava influenzata dalla microflora indigena; a 5,3 °C la carica del batterio
aumentava da circa 103 a circa 107 ufc/cm2 in 16 giorni nella carne grassa, mentre in quella
magra arrivava a 106 ufc/cm2 in 20 giorni 35. Nel controfiletto si osservava uno sviluppo più
rapido sui campioni a pH 6,0-6,1, che in quelli a pH 5,5-5,7. Dopo 76 giorni di conservazio-
ne a 0 °C, il microrganismo raggiungeva concentrazioni di 106 ufc/cm2 su campioni grassi e
di 104 ufc/cm2 su campioni magri35.

In uno studio sulla prevalenza di Listeria spp. in campioni di carni trasformate confezio-
nate sotto vuoto, provenienti da esercizi di vendita al dettaglio australiani, sono state isolate
specie di listeria in 93 dei 175 campioni esaminati. L. monocytogenes è stata trovata  in 78
dei 93 campioni risultati positivi34, principalmente in manzo e prosciutto in scatola; in due
campioni di manzo in scatola la concentrazione era >104 ufc/g. In fette di tacchino arrotola-
te inoculate con 103 ufc/g e confezionate in buste a elevata barriera in atmosfera di CO2 70%
+ N2 30% il ceppo Scott A non cresceva dopo 30 giorni né a 4 né a 10 °C 25. Una miscela
costituita da CO2 e N2 50 :50 aveva minore effetto inibitorio. 

In uno studio sulla crescita di L. monocytogenes e di Yersinia enterocolitica, in pollame
cotto confezionato in MAP, il prodotto è stato conservato in presenza di una miscela di CO2 e
N2 in rapporto 44:56 a 3,5, 6,5 o 10 °C fino a 5 settimane 2. Entrambi i microrganismi cresce-
vano in tutte le condizioni testate, senza essere influenzati dalla microflora naturalmente pre-
sente. In uno studio sull’effetto di MAP e nisina su L. monocytogenes in filetto di maiale cotto,
CO2 100% oppure CO2 80% + aria 20% combinati con 103 o 104 UI di nisina diminuivano la
crescita non solo di L. monocytogenes ma anche di Pseudomonas fragi 23. 

In una ricerca, condotta per valutare i cambiamenti nelle popolazioni di L. monocytogenes
in verdure fresche pretagliate, sette tipi di vegetali sono stati inoculati con 10 3 ufc/g di una
miscela di cinque ceppi e conservati in buste con OTR pari a 2.100 mL/m2/24 h; la concen-
trazione del batterio è rimasta costante in tutte le verdure conservate a 4 °C per 9 giorni, tran-
ne nelle carote, dove è diminuita, e nella zucca, dove è aumentata24. A 10 °C la crescita si
verificava in tutti i campioni, tranne nelle carote grattugiate. Le proprietà antilisteria delle
carote sono state dimostrate (si veda il capitolo 6). Nelle patate sbucciate, inoculate con
L. monocytogenes e confezionate sotto vuoto in buste a elevata barriera, a 4 °C per 21 gior-
ni non si osservava crescita, ma a 15 °C il batterio arrivava a 7 log10 /g in 12 giorni 53. In que-
sto studio sono stati impiegati anche due inibitori dell’imbrunimento, che non hanno avuto
alcun effetto inibitorio sulla crescita del microrganismo a 15 °C.

14.3.3  Altri patogeni

Nelle mortadelle cotte e confezionate sotto vuoto veniva limitata la crescita di Yersinia ente-
rocolitica e di salmonelle ma non quella di Staphylococcus aureus70. L’inibizione della cre-
scita di Clostridium perfringens è stata attribuita alla normale microflora.

In uno studio sulla sopravvivenza relativa di Campylobacter jejuni in carni bovine maci-
nate conservate in quattro diverse atmosfere protettive, non sono state osservate differenze
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rilevanti; tuttavia il numero di sopravvissuti è risultato più elevato con il 100% di N2
89. La

carne è stata inoculata con circa 105 ufc/g e conservata a 4 °C per 2 settimane con le seguen-
ti atmosfere: O2 5% + CO2 10% + N2 85%; CO2 80% + N2 20%; sotto vuoto; N2 100%. In
un altro studio su C. jejuni in carne bovina, la concentrazione di due ceppi (su tre inoculati)
diminuiva leggermente con la conservazione a 20 e a 4 °C per 48 ore, ma aumentava a 37 °C,
indipendentemente dalla miscela di gas utilizzata 44; sono state testate le seguenti condizioni
di conservazione: sotto vuoto; CO2 20% + N2 80%; O2 5% + CO2 10% + N2 85%. La micro-
flora indigena non avrebbe avuto alcun effetto su C. jejuni.

A 5 °C per 22 giorni, in presenza del 100% di CO2, il numero di cellule di Aeromonas
hydrophila – sia danneggiate sia non danneggiate termicamente – diminuiva costantemente;
la crescita di entrambi i tipi di cellula era invece favorita in presenza di N2

33. Le cellule dan-
neggiate termicamente non sembravano particolarmente svantaggiate nelle condizioni testate.

Aeromonas hydrophila, S. aureus, C. perfringens e C. botulinum tipo E non sono stati
riscontrati su gamberi di fiume crudi conservati a 4-10 °C per 30 giorni63. Code di gamberi di
fiume cotti sono state inoculate con 103 ufc/g spore di C. botulinum tipo E, confezionate sotto
vuoto sia con film a elevata barriera sia in buste impermeabili all’aria e conservate a 4 e 10 °C
per 30 giorni: la tossina di tipo E non è stata rilevata in nessuna confezione63.

14.4 Alterazione delle carni confezionate in atmosfera modificata
e sotto vuoto

Dai risultati di numerose ricerche, è evidente che quando le carni sotto vuoto si alterano dopo
conservazione prolungata a temperatura di refrigerazione spesso i microrganismi predomi-
nanti sono lattobacilli, altri batteri lattici, B. thermosphacta o tutti questi insieme. Altri
microrganismi possono essere riscontrati e prevalere. Diversi fattori determinano le tipolo-
gie di microrganismi prevalenti; tra questi:

1. se il prodotto è crudo o cotto;
2. concentrazione di nitriti presenti;
3. carica relativa di batteri psicrotrofi;
4. grado di impermeabilità all’ossigeno del film usato per il confezionamento sotto vuoto;
5. pH del prodotto.

Carni cotte o parzialmente cotte, insieme alle carni DFD (dark, firm, dry: scure, dure e
secche) e alle DCB (dark-cutting beef: carni scure al taglio) possiedono pH più elevato di
quello delle carni crude di aspetto normale; le specie microbiche che predominano in questi
prodotti durante la conservazione sotto vuoto sono generalmente diverse da quelle presenti
nelle carni normali conservate nelle stesse condizioni. Nelle carni DFD confezionate sotto
vuoto e tenute a 2 °C per 6 settimane, la popolazione microbica dominante consisteva di Yersinia
enterocolitica, Serratia liquefaciens, Shewanella putrefaciens e una specie di Lactobacillus32.
S. putrefaciens causava l’inverdimento del prodotto, ma un pH < 6,0 era in grado di inibir-
ne la crescita. Quando carne DCB con pH 6,6, veniva confezionata sotto vuoto e conserva-
ta a 0-2 °C, dopo 6 settimane prevalevano i lattobacilli, ma dopo 8 settimane diventavano
dominanti le Enterobacteriaceae psicrotrofe75. La maggior parte delle Enterobacteriaceae
assomigliava a S. liquefaciens, le rimanenti a Hafnia alvei. In carne bovina a pH 6,0 confe-
zionata sotto vuoto, dopo 6 settimane a 0-2 °C sono stati trovati livelli di 107 ufc/g di micror-
ganismi simili a Y. enterocolitica, ma sulle carni con pH < 6,0 la loro concentrazione non
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superava 105 ufc/g anche dopo 10 settimane 80. Nella carne con elevato pH cresce anche S.
putrefaciens, con conte che arrivano a log10 6,58/g dopo 10 settimane.

Nella carne bovina cruda normale con pH finale di circa 5,6, confezionata sotto vuoto,
predominano lattobacilli e altri batteri lattici. In carne bovina lasciata alterare aerobicamen-
te si sviluppavano aromi acidi quando il valore di APC era intorno a 107-108 ufc/cm2, con il
15% circa della microflora costituita da Pseudomonas spp; l’alterazione dei campioni sotto
vuoto era accompagnata da un leggero rialzo del pH con un generale aumento del valore di
ERV42. Dopo 9 settimane di conservazione a 0-1 °C, Hitchener e colleghi46 hanno osservato
che il 75% della microflora presente su carne bovina cruda sotto vuoto consisteva di micror-
ganismi catalasi negativi. Caratterizzando ulteriormente i 177 isolati, 18 sono stati identifi-
cati come Leuconostoc mesenteroides e i rimanenti come lattobacilli (115 eterofermentanti e
44 omofermentanti). Utilizzando film a elevata barriera all’ossigeno, dopo 12 e 24 giorni la
popolazione microbica dominante su bistecche di bovino confezionate sotto vuoto consiste-
va di lattobacilli eterofermentanti, con Lactobacillus cellobiosus isolato dal 92% delle
bistecche90. Nel 59% dei campioni L. cellobiosus costituiva il 50% o più della popolazione
microbica. Con film a media barriera all’ossigeno si riscontravano generalmente alte percen-
tuali di microrganismi come Aeromonas, Enterobacter, Hafnia, B. thermosphacta, pseudo-
monadaceae e Morganella morganii.

Quando presenti in elevate concentrazioni, i nitriti generalmente inibiscono B. thermo-
sphacta e le Enterobacteriaceae psicrotrofe e i batteri lattici diventano dominanti, poiché
sono relativamente insensibili alla loro azione 69. Tuttavia, basse concentrazioni di nitriti
sembrano non influenzare la crescita di B. thermosphacta, specialmente nei prodotti cotti e
confezionati sotto vuoto. Egan e colleghi19 hanno inoculato questo microrganismo e due lat-
tobacilli (uno omofermentante e uno eterofermentante) in carne in scatola (corned beef) e in
prosciutto affettato contenenti 240 ppm di nitrato e 20 ppm di nitrito: B. thermosphacta cre-
sceva senza una fase lag misurabile. Il tempo di generazione di questo microrganismo era di
12-16 ore a 5 °C; quello del lattobacillo eterofermentante era compreso tra 13 e 16 ore e
quello del lattobacillo omofermentante tra 18 e 22 ore. La concentrazione di 108 ufc/g è stata
raggiunta, rispettivamente, dopo 9,9-12 giorni e 12-20 giorni. 2-3 giorni dopo il raggiungi-
mento di 10 8 ufc/g di B. thermosphacta si sviluppavano cattivi odori (off-odors); per i lat-
tobacilli omo ed eterofermentanti ciò si verificava solo dopo 11 e 21 giorni, rispettivamen-
te. I batteri lattici hanno un ruolo meno significativo di B. thermosphacta nell’alterazione
dei salumi stagionati confezionati sotto vuoto20; d’altra parte, questo microrganismo possie-
de una fase lag più lunga e una velocità di crescita più bassa rispetto ai lattobacilli 31. Quan-
do i due gruppi microbici sono presenti in uguale concentrazione, generalmente predomina-
no i lattobacilli.

In uno studio condotto su salsicce viennesi affumicate confezionate sotto vuoto alterate
sono stati esaminati 540 isolati: il 58% era rappresentato da lattobacilli omofermentanti e il
36% da Leuconostoc, che insieme raggiungevano 107-108 ufc/g di prodotto alterato91. In que-
sti prodotti non sono stati trovati carnobatteri.

Sembra che almeno due specie di Leuconostoc, L. carnosum e L. gelidum, siano specifica-
mente adattate alle carni confezionate sotto vuoto e MAP. In una ricerca, condotta su lonza
confezionata con elevati livelli di O2 e CO2, specie di Leuconostoc non identificate costituiva-
no dall’88 al 100% della microflora78; tali specie erano risultate dominanti anche in un’altra
ricerca analoga40. Dopo un ampio studio dei batteri lattici isolati da carni confezionate sotto
vuoto, sono stati identificati L. carnosum e L. gelidum 81. Entrambe le specie crescevano a 1 °C
ma non a 37 °C e producevano gas da glucosio. L. carnosum è risultato il microrganismo alte-
rante specifico in campioni alterati di prosciutto cotto affettato e confezionato sotto vuoto5. 
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Il genere Carnobacterium svolge un ruolo importante nell’alterazione di carni sotto vuoto
e MAP. Questi batteri catalasi negativi sono eterofermentanti, producono solo acido L(+)-lat-
tico (normalmente i betabatteri eterofermentanti producono sia D - sia L- lattato). Prima del
1987 i carnobatteri erano considerati appartenenti ai lattobacilli. In una ricerca condotta su
carne bovina sotto vuoto, per 115 dei 159 isolati di lattobacilli non è stata possibile l’identi-
ficazione a livello di specie46; ceppi simili erano stati isolati da carne di manzo, maiale, agnel-
lo e da bacon sotto vuoto81. Un altro gruppo di ricercatori ha isolato microrganismi simili da
carne bovina sotto vuoto e li ha identificati, dopo ulteriori studi, con il nome Lactobacillus
divergens 47; questo microrganismo costituiva il 6,7% dei 120 isolati psicrotrofi, nessuno dei
quali cresceva a pH 3,9 o a 4 °C in MRS broth. Mediante la tecnica di ibridizzazione DNA-
DNA e altre indagini, è stato costituito il genere Carnobacterium, nel quale sono stati collo-
cati L. divergens e altre due specie12. C. divergens è associato alle carni confezionate sotto
vuoto, mentre C. piscicola e C. mobile sono state associate, rispettivamente, al pesce e al pol-
lame irradiato. Poiché non produce H2S o altri composti dall’odore ripugnante, C. divergens
può non essere un microrganismo alterante; infatti, insieme agli altri due Leuconostoc, può
risultare utile nelle confezioni impermeabili ai gas, dove produce quantità di CO2 sufficienti
per inibire microrganismi indesiderati. In carne bovina confezionata alterata Carnobacterium
era favorito da N2 100% a –1 °C, mentre Leuconostoc era favorito dal vuoto e da CO2 100%71.

B. thermosphacta cresce su carne bovina a pH 5,4 in aerobiosi, ma non cresce in anaero-
biosi a pH < 5,8 10; in queste ultime condizioni, il pH minimo per la crescita sembra uguale
a 6,0. Anche Shewanella putrefaciens è sensibile al pH: non cresce sulle carni con valori nor-
mali di pH, ma si sviluppa sulle carni DFD.

L’effetto del MAP sulla crescita di muffe sui prodotti da forno è stato studiato impiegan-
do prodotti da forno di consistenza spugnosa; a 25 °C con il 100% di CO2 non è stata osser-
vata nessuna crescita fino a 28 giorni, a prescindere dall’aw

37. Valori di aw pari a 0,8-0,9 non
influenzavano significativamente la crescita fungina. La fase lag raddoppiava quando aw era
uguale a 0,85 e la CO2 aumentava fino al 70% nello spazio di testa.

L’alterazione di salmone fresco e scongelato conservato in MAP è stata studiata a 2 °C; in
queste condizioni il microrganismo dominante era Photobacterium phosphoreum, che ridu-
ceva la shelf life dei prodotti freschi a circa 14 giorni e quella dei prodotti scongelati a 21
giorni 21. Questo microrganismo è stato eliminato mediante congelazione e conservazione a
2 °C, aumentando la shelf life del prodotto di 1-2 settimane. La microflora alterante del sal-
mone scongelato e confezionato in atmosfera modificata era dominata da Carnobacterium
piscicola, che sembrava responsabile della produzione di tiramina rilevata al termine della
conservazione. P. phosphoreum superava 106 ufc/g ed è stato considerato il microrganismo
specifico di alterazione 21. 

14.4.1  Componenti volatili di carni e pollame confezionati sotto vuoto

I cattivi odori e sapori che si formano nei prodotti carnei confezionati sotto vuoto, per effet-
to della microflora alterante, sono riassunti nella tabella 14.6. In generale, acidi grassi a corta
catena sono formati sia da lattobacilli sia da B. thermosphacta; è prevedibile, dunque, che i
prodotti alterati contengano questi composti, che conferiscono odori pungenti. Nelle carni in
scatola confezionate sotto vuoto, i composti più significativi per la produzione del caratteri-
stico odore di carne alterata sono acetoino e diacetile87. Utilizzando un terreno di coltura
(Tween-ATP) contenente glucosio e altri carboidrati semplici, la formazione degli acidi iso-
butirrico e isovalerico da parte di B. thermosphacta era favorita da basse concentrazioni di
glucosio e da valori di pH vicini alla neutralità; la produzione di acetoino, acido acetico,
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Tabella 14.6 Composti volatili prodotti dalla microflora alterante o da microrganismi alteranti
specifici di carne, pollame, prodotti ittici o mezzi colturali

Microrganismo/ Substrato/ Composti volatili 
inoculo condizioni principali Rif. bibl.

Shewanella Carne sterile di pesce, Dimetildisolfuro, dimetiltrisolfuro, 66
putrefaciens 1-2 °C per 15 giorni metilmercaptano, trimetilammina,

propionaldeide, 1-penten-3-olo,
H2S ecc.

“Achromobacter” sp. Come sopra Come sopra, tranne per 66
dimetiltrisolfuro o H2S

P. fluorescens Come sopra Metilsolfuro, dimetilsolfuro 66

P. perolens Come sopra Metilsolfuro, dimetildisolfuro, 67
dimetiltrisolfuro, metilmercaptano,
2-metossi-3-isopropilpirazina
(odore di patata)

Moraxella spp. TSY agar, 2-4 °C 16 composti, tra cui dimetildisolfuro, 61
per 14 giorni dimetiltrisolfuro, metilisobutirrato

e metil-2-metil butirrato

P. fluorescens Come sopra Tutti i composti di cui sopra 61
a eccezione del metilisobutirrato

P. putida Come sopra 14 composti: gli stessi indicati per 61
Moraxella spp., a eccezione del
metilisobutirrato e del
metil-2-metil butirrato

B. thermosphacta Carne di manzo 7 composti, tra cui diacetile, 87
in scatola sotto vuoto acetoino, nonano, 3-metil-butanale
inoculata, 5 °C e 2-metil-butanolo

Fette di manzo inoculate Acetoino, acido acetico, 13
conservate in condizioni acido isobutirrico/isovalerico:
aerobiche a 1°C l’acido acetico aumentava 
per 14 giorni, pH 5,5-5,8 di circa 4 volte dopo 28 giorni

Come sopra, Acido acetico, acido isobutirrico, 13
pH 6,2-6,6 acido isovalerico e acido n-butirrico

APT broth a pH 6,5 Acetoino, acido acetico, 13
e 0,2% di glucosio; acido isobutirrico e acido isovalerico

APT broth a pH 6,5, Come sopra ma senza acetoino 13
senza glucosio;

B. thermosphacta APT broth a pH 6,5, Acetoino, acido acetico, 14
(15 ceppi) 0,2% di glucosio; acido isobutirrico, acido isovalerico,

tracce di 3-metilbutanolo

S. putrefaciens Crescita in pollo H2S, metilmercaptano, 26
radappertizzato, dimetildisolfuro, metanolo, etanolo
5 giorni a 10 °C

P. fragi Come sopra Metanolo, etanolo, metilacetato, 26
etilacetato, dimetilsolfuro

B. thermosphacta Come sopra Metanolo, etanolo 26

Microflora Pollame alterato Composti dell’idrogeno compreso 26
H2S, metanolo, etanolo,
metilmercaptano, dimetilsolfuro
e dimetildisolfuro



2,3-butandiolo, 3-metilbutanolo e 3-metilpropanolo era invece favorita da elevate concentra-
zioni di glucosio e bassi valori di pH13,14. Secondo questi ricercatori, l’acetoino è il principa-
le composto volatile prodotto su carni, crude o cotte, conservate in atmosfera contenente O2.
I composti volatili prodotti da B. thermosphacta possono quindi variare a seconda che il sub-
strato contenga alte o basse concentrazioni di glucosio. È stato dimostrato che l’aggiunta del
2% di glucosio a carne bovina macinata determina una riduzione del pH e ritarda lo svilup-
po di cattivi odori e la formazione di patina superficiale, senza influenzare la microflora alte-
rante 82; sebbene gli studi citati non siano stati condotti su carni confezionate sotto vuoto,
l’aggiunta di glucosio potrebbe essere un modo per favorire la produzione di acetoino e di
altri composti derivanti dal glucosio a discapito degli acidi grassi a corta catena. Poiché le
carni con elevato pH confezionate sotto vuoto hanno una shelf life molto più breve, l’aggiun-
ta di glucosio potrebbe essere utile.

In uno studio condotto su bistecche confezionate sotto vuoto alterate, l’odore sulfureo era
evidente con cariche microbiche di 107-108 ufc/cm2 41. I microrganismi dominanti isolati erano
Hafnia alvei, lattobacilli e Pseudomonas; H. alvei era probabilmente la causa dell’odore sul-
fureo. Entro una settimana dalla lavorazione la carne bovina cruda confezionata sotto vuoto
subiva un’alterazione caratterizzata da un’elevata produzione di gas con odore di H2 e marca-
ta proteolisi 56. L’agente responsabile era Clostridium laramie, una specie psicrotrofa55. Un
altro clostridio psicrotrofo, isolato da carne di maiale refrigerata confezionata sotto vuoto, è
C. algidicarnis. Da carni refrigerate sotto vuoto alterate è stato isolato un batterio che produ-
ce grandi quantità di H2, CO2, butanolo e acido butanoico, insieme a esteri e composti volati-
li contenenti zolfo15; l’isolato era uno psicrofilo in grado di crescere tra 1 e 15 °C, ma non a
22 °C; questo microrganismo è stato classificato come Clostridium estertheticum 11.

Dalla tabella 14.6, risulta evidente che tutti i microrganismi, tranne B. thermosphacta,
producevano dimetildisolfuro o trisolfuro o metilmercaptano. Il dimetildisolfuro era prodot-
to nel pollo da 8 delle 11 colture esaminate da Freeman e colleghi26; l’etanolo da 7 colture e
il metanolo e l’acetato di etile da 6 colture ciascuno. Quando cresce in carni confezionate
sotto vuoto, Shewanella putrefaciens produce H2S. In petto di pollo inoculato con ceppi di
Pseudomonas e conservato a 2 °C per 14 giorni, gli odori rilevati mediante picchi cromato-
grafici sono stati descritti da McMeekin come sulfurei, di latte evaporato e di frutta65.
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Nonostante il primo brevetto per l’impiego di radiazioni nella conservazione o protezione
degli alimenti sia stato registrato nel 1929, questo metodo cominciò a ricevere una seria con-
siderazione solo verso la fine della seconda guerra mondiale. La sua applicazione si è diffu-
sa con una certa lentezza, ma ha destato grande interesse nell’ambito scientifico, rappresen-
tando un’importante sfida per i microbiologi del settore alimentare.

La radiazione può essere definita come l’emissione e propagazione di energia attraverso
lo spazio o attraverso un mezzo concreto. La radiazione di maggiore interesse nella conse-
servazione degli alimenti è quella elettromagnetica. Lo spettro elettromagnetico è riportato
nella figura 15.1; le diverse radiazioni sono distinte in base alla loro lunghezza d’onda, con
quella più corta con maggior potenziale distruttivo verso i microrganismi. In relazione all’in-
teresse della radiazione nella conservazione degli alimenti, lo spettro elettromagnetico può
essere ulteriormente suddiviso in: microonde, raggi ultravioletti, raggi X, raggi gamma. Le
radiazioni più importanti in questo campo sono quelle ionizzanti, che hanno lunghezza d’on-
da non superiore a 2000 Å, per esempio, le particelle alfa, i raggi beta, i raggi gamma e i
raggi X; i loro quanti contengono energia a sufficienza per ionizzare le molecole che incon-
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trano sul percorso di propagazione. Poiché esse distruggono i microrganismi senza provoca-
re un aumento apprezzabile della temperatura, il processo è definito sterilizzazione a freddo.
Considerando l’applicazione delle radiazioni agli alimenti, è utile chiarire alcuni concetti
fondamentali. Il röntgen è un’unità di misura utilizzata per esprimere la dose di esposizione
ai raggi X o ai raggi gamma; un milliröntgen corrisponde a 1/1000 di röntgen. Un curie è la
quantità di sostanza radioattiva nella quale avvengono 3,7 ×1010 disintegrazioni per secondo
(dps o becquerel, Bq). Per scopi pratici, 1 g di radio puro possiede la radioattività di 1 Curie
di radio. Un rad è un’unità equivalente all’assorbimento di 100 erg/g di materia. Un kilorad
(krad) è pari a 1000 rad e un megarad (Mrad) a 1 milione di rad. Nel Sistema Internaziona-
le l’unità di misura attualmente impiegata per la dose assorbita di radiazione è il Gray (1 Gy
= 100 rad = 1 joule/kg; 1 kGy = 105 rad). L’energia acquistata da un elettrone quando passa
attraverso una differenza di potenziale (ddp) di 1 volt è definita elettronvolt (eV). Un MeV
è pari a 1 milione di elettronvolt. Il rad e l’eV esprimono l’intensità dell’irradiazione. 

15.1  Radiazioni impiegate per la preservazione degli alimenti

Luce ultravioletta
La luce ultravioletta (UV) è un potente agente battericida, la lunghezza d’onda più efficace
è intorno a 2600 Å (pari a 260 nm). Essa non è ionizzante ed è assorbita dalle proteine e dagli
acidi nucleici, nei quali provoca modificazioni fotochimiche che possono condurre alla
morte della cellula. Il meccanismo della morte per radiazioni UV nelle cellule batteriche
implica la produzione di mutazioni letali per effetto dell’azione sugli acidi nucleici. Per il
loro scarso potere penetrante, l’impiego della luce UV per gli alimenti è limitato alle appli-
cazioni in superficie, dove essa può catalizzare processi ossidativi che determinano rancidi-
tà, perdita di colore e altre reazioni; nel trattamento superficiale di alcuni alimenti possono
formarsi anche piccole quantità di ozono. La luce UV è talvolta utilizzata per trattare prodot-
ti da forno a base di frutta o alimenti simili, prima del confezionamento. 

Raggi beta
I raggi beta sono fasci di elettroni emessi da sostanze radioattive. I raggi catodici sono ugua-
li ai raggi beta, tranne per il fatto che sono emessi dal catodo di un tubo a vuoto. Questi raggi
possiedono un basso potere penetrante. Tra le fonti commerciali di raggi catodici vi sono il
generatore di Van de Graaff e gli acceleratori lineari. Questi ultimi sembrano essere più adat-
ti per le applicazioni agli alimenti. Sussistono alcune preoccupazioni in ordine ai limiti supe-
riori del livello energetico dei raggi catodici che possono essere impiegati senza indurre
radioattività in alcuni costituenti degli alimenti.

Raggi gamma
Queste radiazioni elettromagnetiche sono emesse dai nuclei eccitati di elementi quali 60Co e
137Cs. Queste radiazioni sono le più economiche da impiegare per la conservazione degli ali-
menti, poiché gli elementi da cui sono generate sono ottenuti da sottoprodotti della fissione
atomica o da scorie radioattive. A differenza dei raggi beta, i raggi gamma possiedono un
eccellente potere penetrante. Il 60Co ha un’emivita di 5 anni, il 137Cs di circa 30 anni.

Raggi X
Questi raggi sono prodotti all’interno di un tubo a vuoto bombardando alcuni metalli pesanti
con elettroni ad alta velocità (raggi catodici). Per altri versi, sono analoghi ai raggi gamma.
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Microonde
L’effetto dell’energia delle microonde può essere schematizzato come segue 24. Quando ali-
menti elettricamente neutri sono posti all’interno di un campo elettromagnetico, le molecole
con distribuzione asimmetrica della carica vengono forzate a orientarsi prima in un senso e
poi in quello opposto. Durante tale processo, ciascuna molecola asimmetrica tenta di alline-
arsi con il campo che cambia rapidamente generato dalla corrente alternata. Quando le mole-
cole oscillano intorno al proprio asse nel tentativo di avvicinarsi ai corrispondenti poli nega-
tivi e positivi, si generano attriti intermolecolari che determinano produzione di calore. Le
ricerche in questo campo sono state condotte utilizzando prevalentemente due frequenze:
915 e 2450 megacicli (in presenza di microonde alla frequenza di 915 megacicli, le moleco-
le oscillano 915 milioni di volte per secondo24). Nello spettro delle radiazioni elettromagne-
tiche le microonde sono comprese tra le onde infrarosse e le onde radio. (La distruzione della
larva di trichina mediante microonde nei prodotti a base di carne di maiale è discussa nel
capitolo 29.)

15.2 Fattori che influenzano la distruzione dei microrganismi
mediante irradiazione

Per comprendere gli effetti delle radiazioni sui microrganismi, occorre considerare diversi
fattori, alcuni dei quali sono presentati e discussi di seguito.

Tipo di microrganismo
I batteri Gram-positivi sono molto più resistenti dei Gram-negativi alle radiazioni. In gene-
rale gli sporigeni sono molto più resistenti dei non sporigeni (a eccezione delle specie discus-
se alla fine di questo capitolo). Tra gli sporigeni, Paenibacillus larvae sembra possedere un
grado di resistenza maggiore rispetto agli altri sporigeni aerobi. Le spore di Clostridium
botulinum tipo A sembrano le più resistenti tra tutte le spore di clostridio. Tra i batteri non
sporigeni i più resistenti sono Enterococcus faecium R53, micrococchi e lattobacilli omofer-
mentanti. I più sensibili alle radiazioni sono le Pseudomonadaceae e i flavobatteri (come
pure i nuovi generi creati dalla loro suddivisione, vedi capitolo 2), mentre altri batteri Gram-
negativi presentano una resistenza intermedia. Uno spettro generale della sensibilità alle
radiazioni – dagli enzimi agli animali superiori – è presentato nella figura 15.2. I possibili
meccanismi della radioresistenza sono discussi di seguito.

A eccezione delle endospore e delle specie altamente resistenti già citate, nei batteri la
resistenza alle radiazioni è generalmente associata alla resistenza al calore. I lieviti sono più
resistenti delle muffe ed entrambi sono in generale meno sensibili rispetto ai batteri Gram-
positivi. Per taluni ceppi appartenenti al genere Candida è stata riportata una resistenza con-
frontabile a quella di alcune endospore batteriche.

Numero di microrganismi
Rispetto all’efficacia delle radiazioni, il numero dei microrganismi ha un’influenza analoga
a quella che si osserva per il calore, la disinfezione chimica e altri agenti: maggiore è il
numero iniziale dei microrganismi, minore è l’effetto di una determinata dose.

Composizione del mezzo di sospensione (alimento)
I microrganismi, in generale, sono molto più sensibili alle radiazioni quando sono sospesi in
soluzioni tampone piuttosto che in mezzi contenenti proteine. Per esempio, studiando un
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ceppo di Clostridium perfringens, Midura e colleghi52 hanno riscontrato un valore di D* pari
a 0,23 kGy in tampone fosfato e pari a 3 kGy in brodo di carne cotta. Le proteine esercitano
un effetto protettivo nei confronti delle radiazioni, come nei confronti di alcuni agenti chi-
mici e del calore. Alcuni ricercatori hanno osservato che la presenza di nitriti tende a rende-
re le endospore batteriche più sensibili alle radiazioni.

Presenza o assenza di ossigeno
La radioresistenza dei microrganismi è maggiore in assenza di ossigeno. La completa rimo-
zione di ossigeno dalla sospensione di cellule di Escherichia coli ha più che triplicato la
radioresistenza del microrganismo58. L’aggiunta di sostanze riducenti, come i composti sul-
fidrilici, in genere determina un aumento di radioresistenza analogo a quello prodotto da un
ambiente anaerobico.

Stato fisico dell’alimento
La resistenza alle radiazioni di cellule disidratate, in generale, è considerevolmente più ele-
vata di quella delle cellule umide. Ciò è molto probabilmente conseguenza diretta della
radiolisi dell’acqua per effetto delle radiazioni ionizzanti (discussa più avanti in questo capi-
tolo). Le cellule congelate presentano resistenza maggiore di quelle non congelate. Studian-
do gli effetti delle radiazioni gamma, Grecz e colleghi26 hanno osservato che nelle carni bovi-
ne macinate irradiate a –196 °C la letalità diminuiva del 47% rispetto a quelle irradiate a tem-
peratura di 0 °C.
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Età dei microrganismi
I batteri tendono a essere molto più resistenti alle radiazioni nella fase lag, immediatamente
precedente la divisione cellulare attiva. Le cellule entranti nella fase esponenziale (fase log)
del loro ciclo di crescita diventano più sensibili alle radiazioni, raggiungendo il livello mini-
mo di sensibilità al termine di tale fase.

15.3  Preparazione degli alimenti per l’irradiazione

Così come avviene solitamente per il congelamento o la sterilizzazione, anche prima del-
l’esposizione a radiazioni ionizzanti gli alimenti devono essere sottoposti ad alcune opera-
zioni preparatorie.

Selezione: per l’irradiazione dovrebbero essere rigorosamente selezionati alimenti freschi e
di buona qualità; in particolare, vanno scartati i prodotti che mostrano segni di alterazione
incipiente.

Pulizia: per ridurre il numero di microrganismi da distruggere con il successivo trattamento
di irradiazione, occorre rimuovere detriti e sporco visibili.

Confezionamento: gli alimenti da irradiare dovrebbero essere confezionati in contenitori in
grado di proteggerli da eventuale ricontaminazione; quando esposti a dosi di radiazioni di
circa 10 kGy, i contenitori di vetro trasparente subiscono variazioni di colore che possono
essere indesiderabili.

Blanching o trattamento termico: dosi sterilizzanti di radiazione sono insufficienti per inat-
tivare gli enzimi naturali degli alimenti (figura 15.2); questi devono quindi essere distrutti
per prevenire alterazioni enzimatiche successive all’irradiazione. Il metodo migliore consi-
ste nell’effettuare, prima dell’irradiazione, il blanching per i vegetali e un trattamento termi-
co blando per le carni.

15.4  Applicazione dell’irradiazione

Le due tecniche di irradiazione più utilizzate impiegano raggi gamma, generati da 60Co o
137Cs, o fasci di elettroni prodotti da acceleratori lineari.

15.4.1  Irradiazione con raggi gamma

Il vantaggio di questo metodo consiste nel fatto che il 60Co e il 137Cs rappresentano sottopro-
dotti della fissione atomica relativamente economici. Normalmente, nelle camere sperimenta-
li di irradiazione che impiegano tali elementi, il materiale radioattivo è posto su un elevatore
in modo da essere sollevato per effettuare l’irradiazione o immerso in acqua quando non è uti-
lizzato. I materiali da irradiare sono posti intorno alla sorgente radioattiva alla distanza oppor-
tuna per ottenere l’esposizione desiderata. Dopo l’allontanamento di tutto il personale dalla
camera (che ha pareti di cemento rivestite di piombo), la sorgente radioattiva è sollevata in
posizione e i raggi gamma irradiano gli alimenti. L’irradiazione a determinate temperature
può essere ottenuta sia collocando i campioni all’interno di contenitori a temperatura control-
lata, sia controllando la temperatura dell’intera camera. Tra gli svantaggi connessi all’impie-
go di materiali radioattivi vi è il fatto che la sorgente irradia in tutte le direzioni e non può
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essere accesa o spenta a discrezione (figura 15.3). Inoltre, l’emivita del 60Co (5,27 anni)
richiede la periodica sostituzione della sorgente per mantenere un adeguato livello di radioat-
tività; tale svantaggio può essere superato impiegando 137Cs, la cui emivita è di circa 30 anni. 

15.4.2  Fasci di elettroni accelerati

Rispetto agli elementi radioattivi, l’impiego degli acceleratori di elettroni offre alcuni van-
taggi che rendono questa forma di irradiazione più interessante per scopi commerciali. Koch
e Eisenhower 39 hanno elencato i seguenti aspetti.

1. L’elevata efficienza del trasferimento dell’energia del fascio degli elettroni primari con-
sente impianti ad alta capacità produttiva.

2. L’efficiente conversione dell’energia degli elettroni in energia dei raggi X consente il trat-
tamento di prodotti molto spessi, che non possono essere trattati direttamente con fasci di
elettroni o raggi gamma.

3. La facilità di regolazione del flusso e dell’energia del fascio di elettroni permette flessi-
bilità nella scelta della superficie e della profondità dei trattamenti a seconda dei tipi di
prodotti, delle condizioni e delle stagioni.

4. La caratteristica monodirezionale degli elettroni primari e secondari e dei raggi X a ele-
vata energia consente grande flessibilità nel design delle confezioni.
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(b)  Raggi X
(a)  Elettroni
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trattato
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Fonte di isotopi

Figura 15.3 Principali tecniche utilizzate per l’irradiazione degli alimenti: interazioni di elettroni,
raggi X e raggi gamma nel mezzo. (Da Kock e Eisenhower 39. In: Radiation and Preservation of Foods.
Publication 1273, Advisory Board on Military Personnel Supplies, National Academy of Science,
National Research Council, 1965)



5. La possibilità di programmare e regolare automaticamente, in ogni istante, con semplici
sensori e circuiti elettronici, i vari parametri del fascio consente di trattare efficacemente
prodotti di piccole dimensioni, di forma complessa e con struttura eterogenea.

6. La facilità con cui un acceleratore di elettroni può essere acceso o spento ne consente la
disattivazione durante periodi di non utilizzo, senza problemi di manutenzione, e permet-
te di trasportare la sorgente di radiazioni senza massicci schermi di protezione.

Tra i raggi gamma e gli elettroni accelerati vi sono due differenze degne di nota. La prima
riguarda la capacità di penetrazione: i raggi gamma sono più penetranti degli elettroni, ma la
capacità penetrante di questi ultimi aumenta all’aumentare della loro energia. Per esempio,
elettroni a 10 MeV sono più penetranti di quelli a 4 MeV. La seconda differenza riguarda
l’intensità di dose (dose rate), che nei raggi gamma generati da 60Co è di 1-100 Gy/min, men-
tre nei fasci di elettroni prodotti da acceleratori è di 103-106 Gy/s.

15.5  Radappertizzazione, radicidazione e radurizzazione degli alimenti

15.5.1  Definizioni

La terminologia inizialmente utilizzata per la distruzione dei microrganismi negli alimenti
mediante radiazioni ionizzanti era mutuata da quella della distruzione termica e chimica. Seb-
bene i microrganismi possano in effetti essere distrutti sia da agenti chimici, sia dal calore sia
dalle radiazioni, l’impiego della stessa terminologia nel caso degli alimenti trattati con radia-
zioni comporta una mancanza di precisione. Per tale motivo, nel 1964, un gruppo internazio-
nale di microbiologi ha suggerito la seguente terminologia per l’irradiazione degli alimenti25.

La radappertizzazione, è equivalente al trattamento di sterilizzazione commerciale (detto
anche appertizzazione, dal nome di N. Appert), caratteristico dell’industria conserviera. Tale
processo prevede livelli di irradiazione di 30-40 kGy.

Il termine radicidazione indica un processo equivalente, per esempio, al trattamento UHT
del latte. Più specificatamente, si riferisce a una riduzione del numero di patogeni specifici
vitali non sporigeni, diversi dai virus, tale da non permetterne l’individuazione con nessuno
dei metodi standard. I livelli tipici impiegati per conseguire tale effetto sono 2,5-10 kGy.

La radurizzazione può essere considerata equivalente alla pastorizzazione; si riferisce al
miglioramento della qualità di un alimento grazie alla sostanziale riduzione del numero di
microrganismi alteranti vitali specifici mediante irradiazione. Sono comunemente impiegate
dosi di 0,75-2,5 kGy per carni fresche, pollame, prodotti ittici, frutta, verdure e cereali in grani.

15.5.2  Radappertizzazione

La radappertizzazione di qualsiasi alimento può essere realizzata applicando una dose effica-
ce di radiazione in condizioni appropriate. L’effetto di questo trattamento sulle endospore e
sulle esotossine di C. botulinum è di ovvio interesse. Le spore di tipo E sono caratterizzate da
valori di D dell’ordine di 1,2-1,7 kGy71; quelle di tipo A e B sono caratterizzate da valore di
D, rispettivamente, di 2,79 e 2,38 kGy37. Le spore di tipo E sono dunque le più sensibili.

L’effetto della temperatura di irradiazione sul valore di D delle spore di C. botulinum è
riportato nella tabella 15.1: la resistenza aumenta alle basse temperature e diminuisce alle
alte 27. Livelli diversi di inoculo non hanno avuto effetti significativi sul valore di D, il cui
andamento risultava lineare al variare della temperatura. I valori di D di quattro ceppi di
C. botulinum in tre diversi alimenti sono presentati in tabella 15.2, dalla quale risulta che cia-
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scun ceppo presentava in ogni alimento un diverso grado di resistenza alla radiazione; inol-
tre, nelle carni trasformate irradiate si osservavano i valori di D più bassi (il possibile signi-
ficato di tale effetto, in presenza di nitriti e nitrati, è discusso nel capitolo 13). Sono elenca-
te di seguito le dosi minime di radiazione, espresse in kGy, che consentono di ottenere 12
riduzioni decimali (cioè 12 D) necessarie per la radappertizzazione di nove prodotti carnei e
ittici3,13,35. A eccezione del bacon (irradiato a temperatura ambiente), ciascuno di questi pro-
dotti è stato trattato a – 30±10 °C :

bacon 23
carne bovina 47
pollo 45
prosciutto 37
carne di maiale 51
gamberetti 37
polpette di merluzzo 32
carne di manzo in scatola 25
salsiccia di maiale 24-27

Per ottenere 12 riduzioni decimali in prodotti carnei a circa 30 °C è necessario impiegare
le seguenti dosi di radiazioni74: 41,2-42,7 kGy per carne bovina e pollame; 31,4-31,7 kGy per

Tabella 15.2 Valori di D* in tre prodotti carnei inoculati con quattro diversi ceppi di C. botulinum
e irradiati a – 30 ± 10 °C

D(kGy)

Numero del ceppo polpette di merluzzo manzo in scatola salsiccia di maiale

33A 2,03 1,29 1,09
77A 2,38 2,62 0,98
41B 2,45 1,92 1,84
53B 3,31 1,83 0,76

* I valori sono stati calcolati con l’equazione di Schmidt.
(Da Anellis et al.3, copyright © 1972 American Society for Microbiology)
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Tabella 15.1 Effetto della temperatura di irradiazione sui valori di D di due differenti inoculi di
C. botulinum 33A in carne bovina macinata precotta

D (kGy)

Temperatura (°C) ~5 ×106 spore/contenitore ~2 ×108 spore/contenitore

–196 5,77 5,95
–150 5,32 5,43
–100 4,83 4,86
– 50 4,34 4,30

0 3,85 3,73
25 3,60 3,45
65 3,21 2,99

I dati sono basati sulla distruzione lineare delle spore.
(Da Grecz et al.27, Canadian Journal of Food Microbiology, 1971; 17: 135-142, National
Research Council of Canada, con autorizzazione)



prosciutto e polpette di merluzzo; 43,7 kGy per carne di maiale; 25,5-26,9 kGy per carne
bovina in scatola e salsiccia di maiale. Con questi trattamenti di irradiazione gli alimenti non
diventano radioattivi74.

Roberts e Ingram72 hanno studiato la resistenza alle radiazioni di spore di C. botulinum in
mezzi acquosi, ottenendo valori considerevolmente più bassi di quelli osservati nei prodotti
carnei; il valore di D variava tra 1,0 e 1,4 per tre ceppi di tipo A, tra 1,0 e 1,1 per due ceppi
di tipo B e tra 0,8 e 1,6 per due ceppi di tipo E. L’unico ceppo di tipo F esaminato da questi
autori mostrava un valore di D pari a 2,5 kGy. Tutti i ceppi sono stati irradiati a 18-23 °C e
per il calcolo di D è stata ipotizzata una velocità esponenziale di morte.

Per quanto riguarda l’effetto dell’irradiazione su C. perfringens, per ciascuno di cinque
differenti ceppi esaminati (A, B, C, E e F) sono stati riscontrati valori di D compresi tra 1,5
e 2,5 kGy in ambiente acquoso72. Per 8 ceppi di questo microrganismo sono stati osservati
valori 12 D compresi tra 30,4 e 41,4 kGy, a seconda del ceppo e del metodo impiegato per il
calcolo delle dosi 12 D 8.

In campioni di mozzarella e di gelato, per Listeria monocytogenes sono stati trovati valo-
ri di D pari, rispettivamente, a 1,4 e 2,0 kGy, con il ceppo Scott A irradiato a 78 °C 29; i
rispettivi valori 12 D calcolati erano 16,8 e 24,4 kGy. 40 kGy sono stati sufficienti per la
radappertizzazione del gelato e dello yogurt gelato, ma non per la mozzarella e per il for-
maggio cheddar 30. La dose di radappertizzazione per Bacillus cereus in formaggio e gelato
è stata di 40-50 kGy.

Come indicato nella figura 15.2, i virus sono considerevolmente più resistenti dei batteri
alle radiazioni. Per 30 virus, Sullivan e colleghi78 hanno trovato valori di D compresi tra 3,9
e 5,3 kGy in Eagle’s essential medium supplementato con il 2% di siero. Tra i 30 virus esa-
minati erano compresi coxsackievirus, echovirus e poliovirus. Per cinque dei virus selezio-
nati sottoposti a raggi generati da 60Co in acqua distillata, i valori di D variavano tra 1,0 e
1,4 kGy. I valori di D determinati per coxsackievirus B-2 a – 30 e – 90 °C in diversi mezzi
di sospensione sono riportati in tabella 15.3. L’impiego di un trattamento di irradiazione
12 D per C. botulinum in prodotti carnei consentirebbe, pertanto, la sopravvivenza di parti-
celle virali che non siano state precedentemente distrutte mediante altri trattamenti, per
esempio termici.

Anche gli enzimi sono altamente resistenti all’irradiazione: in carne bovina macinata una
dose di 20-60 kGy distrugge non più del 75% dell’attività proteolitica48. Tuttavia, combinan-
do un blanching a 64 o 70 °C con dosi di radiazione di 45-52 kGy è stato distrutto almeno il
95% dell’attività proteolitica. La tabella 15.4 riporta i valori di D per diversi microrganismi
esposti a radiazioni.

Tabella 15.3 Valori di D per Coxsackievirus B-2

D(kGy)

Mezzo di sospensione –30 °C –90 °C

Eagle’s essential medium + 2% di siero 6,9 6,4
Acqua distillata – 5,3
Carne bovina macinata cotta 6,8 8,1
Carne bovina macinata cruda 7,5 6,8

Nota: è stato ipotizzato un modello lineare per la distruzione mediante irradiazione
e per il calcolo di D.
(Da Sullivan et al.78, copyright © 1973 American Society for Microbiology)
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Tabella 15.4 Alcuni valori di D per irradiazione riportati in letteratura

Microrganismo/Sostanza D (kGy) Rif. bibl.

Batteri
Acinetobacter calcoaceticus 0,26 87
Aeromonas hydrophila 0,14 60
Arcobacter butzleri 0,27 10
Bacillus cereus 1,485 42
Bacillus pumilus (spore) ATCC 27142 1,40 87
Campylobacter jejuni (5 ceppi) 0,175-0,235 7
C. jejuni 0,19 10
Clostridium botulinum, type E (spore) 1,1-1,7 19, 46
C. botulinum, tipo E Beluga 0,8 48
C. botulinum, 62A (spore) 1,0 48
C. botulinum, tipo A (spore) 2,79 27
C. botulinum, tipo B (spore) 2,38 27
C. botulinum, tipo F (spore) 2,5 48
C. bifermentans (spore) 1,4 48
C. butyricum (spore) 1,5 48
C. perfringens, tipo A (spore) 1,2 48
C. sporogenes (spore) (PA 3679/S2) 2,2 48
C. sordellii (spore) 1,5 48
Enterobacter cloacae 0,18 87
Escherichia coli 0,20 87
E. coli O157:H7 (carne bovina macinata, –20 °C) 0,98 80
E. coli O157:H7 (carne bovina macinata, 4 °C) 0,39 80
E. coli O157:H7 (5 ceppi) 0,241-0,307 7
Klebsiella pneumoniae 0,183 42
Listeria monocytogenes 0,42-0,55 61
L. monocytogenes (media di 7 ceppi) 0,35 32
L. monocytogenes 0,42-0,43 1

su carne bovina a 5 °C ~ 0,44 83
su carne bovina a 0 °C 0,45 83
su carne bovina a –20 °C 1,21 83

Moraxella phenylpyruvica 0,86 62
M. osloensis 0,191 42
Pseudomonas putida 0,08 62
P. aeruginosa 0,13 87
Salmonella Typhimurium 0,50 61
S. Enteritidis in carne di pollo a 22 °C 0,37 54

in albume d’uovo a 15 °C 0,33 54
Salmonella sp. 0,13 87
Salmonella spp.a 0,621-0,800 7
S. Mbandaka (semi di alfalfa, 20 °C) 0,98 81
Staphylococcus aureus (carne bovina macinata, 0 °C) 0,51 80
S. aureus (carne bovina macinata, –20 °C) 0,88 80
Staphylococcus aureus 0,16 87
S. aureus ent. tossina A in impasto di carne 61,18; 208,49 73
Yersinia enterocolitica, carne bovina, 25 °C 0,195 16
Y. enterocolitica, carne bovina macinata a 30 °C 0,388 16

segue



I principali inconvenienti associati all’applicazione delle radiazioni ad alcuni alimenti
sono rappresentati dall’alterazioni di colore e/o dalla produzione di cattivi odori; di conse-
guenza, hanno ricevuto maggiore attenzione per la radappertizzazione commerciale solo gli
alimenti meno soggetti a tale effetti indesiderati.

Il bacon è un prodotto che subisce solo lievi variazioni di colore e aroma per effetto della
radappertizzazione. Il bacon radappertizzato ha ottenuto punteggi medi di gradimento leg-
germente inferiori, ma molto simili, a quelli del bacon di controllo95. L’accettabilità di una
grande varietà di prodotti alimentari è stata giudicata positivamente35.

La radappertizzazione del bacon è un modo per ridurre le nitrosammine. Irradiando bacon
contenente 20 ppm di NaNO2 + 550 ppm di ascorbato di sodio con una dose di 30 kGy, il livel-
lo di nitrosammine risultante era simile a quello del bacon senza nitriti aggiunti18.

Esaminando 539 valori di D riportati in 39 articoli pubblicati, è risultato che gli sporige-
ni più resistenti alle radiazioni erano Geobacillus stearothermophilus e Clostridium sporo-
genes, mentre i non sporigeni più resistenti erano Enterococcus faecium, Alcaligenes spp. e
il gruppo Moraxella-Acinetobacter 91. Dalla rassegna di queste pubblicazioni, è risultato che
i batteri Gram-negativi sono generalmente più sensibili dei Gram-positivi. 

15.5.3  Radicidazione

Secondo molti autori, irradiazioni con dosi di 2-5 kGy sono efficaci per distruggere i pato-
geni non sporigeni e non virali e non presentano rischi per la salute. Kamapelmacher 36 ha
osservato che la carne di pollame cruda dovrebbe essere considerata con la massima priori-
tà, perché è spesso contaminata da salmonelle e perché la radicidazione è efficace sui pro-
dotti preconfezionati, eliminando così il rischio di contaminazione crociata. Il trattamento di
carcasse di pollo refrigerate e congelate con 2,5 kGy si è dimostrato altamente efficace per
la distruzione di salmonelle53,54. Dosaggi fino a 7 kGy (0,7 Mrad) sono stati approvati dal
WHO in quanto incondizionatamente sicuri per il consumo umano19.

Trattando semi interi di cacao con 5 kGy, è stato distrutto il 99% della flora batterica e le
spore di Penicillium citrinum sono state ridotte di circa 5 unità logaritmiche per grammo;
impiegando 4 kGy, le spore di Aspergillus flavus sono state ridotte di circa 7 unità logaritmi-
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segue Tabella 15.4

Microrganismo/Sostanza D (kGy) Rif. bibl.

Funghi
Aspergillus flavus spore (media) 0,66 70
A. flavus 0,055-0,06 75
A. niger 0,042 75
Penicillium citrinum, NRRL 5452 (media) 0,88 70
Penicillium sp. 0,42 87

Virus
Adenovirus (4 ceppi) 4,1-4,9 50
Coxsackievirus (7 ceppi) 4,1-5,0 50
Echovirus (8 ceppi) 4,4-5,1 50
Herpes simplex 4,3 50
Poliovirus (6 ceppi) 4,1-5,4 50

a Cinque ceppi compresi i sierotipi Dublin, Enteritidis e Typhimurium.



che per grammo70. Pollame fresco, merluzzo e scorfano, spezie e condimenti sono stati
approvati per l’applicazione della radicidazione in alcuni Paesi (tabella 15.5).

L’irradiazione di bistecche inoculate con circa 105 ufc/g di Escherichia coli O157:H7 con
dosi di 1,5 kGy si è dimostrata efficace per eliminare completamente il microrganismo21.
Nelle stesse condizioni, Yersinia enterocolitica è stata ridotta a livelli non rilevabili. Irra-
diando con 1,5 o 3,0 kGy carne di pollo disossata meccanicamente, inoculata con circa 400
spore di 20 ceppi di C. botulinum tipo A e B, in nessun campione è stata dimostrata tossici-
tà dopo conservazione refrigerata per quattro settimane, mentre i campioni mantenuti a 28 °C
sono diventati tossici in 18 ore79. In prodotti simili, un livello iniziale di 3,86 log10/g di Sal-
monella Enteritidis è stato ridotto a < 10 ufc/g dopo quattro settimane a 5 °C.

In uno studio, ostriche vive sono state poste in acqua alla quale erano state aggiunte col-
ture di S. Enteritidis, S. Infantis e Vibrio parahaemolyticus; dopo 13 ore i molluschi conte-
nevano circa 4-6 log ufc/g33. L’irradiazione con 3 kGy ha ridotto le due salmonelle di 5-6
unità logaritmiche; 1,0 kGy ha ridotto Vibrio parahaemolyticus di 6 unità logaritmiche. Le
ostriche sono state uccise solo con dosi di 3 kGy.
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Tabella 15.5 Alcuni alimenti e prodotti approvati per l’irradiazione da diversi Paesi e dal WHO

Prodotto Obiettivo Dose (kGy) N. di Paesi a

Patate Inibizione della germogliazione 0,1-0,15 17
Cipolle Inibizione della germogliazione 0,1-0,15 10
Aglio Inibizione della germogliazione 0,1-0,15 2
Funghi Inibizione della crescita 2,5 massimo 
Grano, farina di grano Disinfestazione (insetti) 0,2-0,75 4
Frutta secca Disinfestazione (insetti) 1,0 2
Fave di cacao Disinfestazione (insetti) 0,7 1
Concentrati di alimenti secchi Disinfestazione (insetti) 0,7-1,0 1
Pollame fresco Radicidazioneb 7,0 massimo 2
Merluzzo e scorfano Radicidazione 2,0-2,2 1
Spezie-condimenti Radicidazione 8,0-10,0 1
Semiconserve di carne Radurizzazione 6,0-8,0 1
Frutta frescac Radurizzazione 2,5 6
Asparagi Radurizzazione 2,0 1
Carni crude Radurizzazione 6,0-8,0 1
Filetti di merluzzo e di eglefino Radurizzazione 1,5 massimo 1
Pollame eviscerato Radurizzazione 3,0-6,0 2
Gamberi Radurizzazione 0,5-1,0 1
Papaya Radurizzazione 0,25
Uova in guscio Radurizzazione 3,0
Preparazioni gastronomiche Radurizzazione 8,0 1

a base di carne
Pasti congelati Radappertizzazione 25,0 minimo 2
Alimenti freschi e liquidi Radappertizzazione 25,0 minimo 1

a Comprese le raccomandazioni WHO.
b Per le salmonelle.
c Comprende pomodori, pesche, albicocche, fragole, ciliege, uva ecc.
(Da Urbani89 e altre fonti)



15.6  Germogli di semi e altri vegetali

Su alfalfa e broccoli inoculati con E. coli O157:H7 isolati da carne o da verdura sono stati
rilevati valori di D pari, rispettivamente, a 0,34 e 0,30 kGy; invece sugli stessi vegetali ino-
culati con cocktail di salmonelle isolate da carne o da verdura sono stati rilevati valori di D
pari, rispettivamente, a 0,54 e 0,46 kGy 68. Non sono state individuate salmonelle su germo-
gli irradiati con dosi pari o superiori a 0,5 kGy. Il valore di D per S. Mbandaka su semi di
alfalfa è risultato pari a 0,81 ± 0,02 kGy 81. Nello stesso studio, S. Mbandaka è stata elimina-
ta da semi naturalmente contaminati con una dose di 4 kGy, ma non con una di 3 kGy. In un
altro studio, una dose di 2 kGy ha ridotto il valore della conta aerobia su piastra da 105-108

a 103-105 ufc/g, mentre i coliformi sono stati ridotti in misura ancora maggiore67. Questo trat-
tamento si è dimostrato in grado di prolungare di 10 giorni il mantenimento della qualità
rispetto al controllo, con leggeri effetti avversi sulla germinazione dei semi e sulla qualità
dei germogli. Sebbene la FDA abbia approvato l’impiego di dosi di 8 kGy per i semi di alfal-
fa e per i germogli, radiazioni di 3 kGy determinano una riduzione della germinazione. In
uno studio successivo, condotto su semi di alfalfa, dosi di 2 kGy hanno determinato una ridu-
zione di E. coli O157:H7 e Salmonella, rispettivamente, di 3,3 e di 2 unità logaritmiche,
senza perdita significativa della capacità di germinazione 82. Gli stessi autori hanno osserva-
to che tali microrganismi sono più resistenti alle radiazioni su semi di alfalfa che su carni o
pollame. In un altro studio, per E. coli O157:H7 isolato non da vegetali è stato rilevato un
valore di D pari a 1,43 kGy, mentre per lo stesso microrganismo isolato da vegetali è stato
trovato un valore di D pari a 1,1169. La microflora di germogli di broccoli è stata ridotta da
106-107 a 104-105 ufc/g, con un aumento della shelf life di 10 giorni. 

Due diversi studi hanno valutato la combinazione di irradiazione e MAP per la conserva-
zione di lattuga romana fresca tagliata. Nel primo, il valore iniziale di APC di 105-106 ufc/g
è stato ridotto di circa 1,5 unità logaritmiche dopo 14 giorni a 4 °C con una dose di 0,35
kGy64; il trattamento comportava la perdita del 10% della consistenza del prodotto. La lattu-
ga era confezionata in buste laminate di polietilene con un’atmosfera iniziale costituita
dall’1,5% di O2, dal 4% di CO2 e per il resto da N2

64. Nel secondo studio campioni di lattu-
ga iceberg sono stati meglio conservati con dosi di 1-2 kGy, in grado di ridurre le perdite di
elettroliti rispetto a quanto osservato in campioni esposti a dosi > 2 kGy17. Per la maggior
parte del periodo di conservazione a 3 °C, nei campioni irradiati il contenuto di O2 è risulta-
to inferiore e quello di CO2 superiore rispetto ai controlli non irradiati. Uno studio ha valu-
tato l’effetto dell’irradiazione con 2,0 e 4,0 kGy su una miscela di 5 ceppi di Listeria mono-
cytogenes inoculata in sei differenti prodotti carnei pronti al consumo conservati a 4 e 10 °C:
nei campioni irradiati con 4,0 kGy non sono state rilevate cellule microbiche; tra i campioni
trattati con 2,0 kGy, in quelli conservati a 10 °C sono state recuperate colture ancora vitali
dopo la seconda settimana, mentre in quelli conservati a 4 °C sono stati recuperati sopravvis-
suti solo dopo 5 settimane 20.

15.6.1  Radurizzazione

Diversi studi hanno valutato trattamenti di irradiazione per prolungare la shelf life di prodot-
ti ittici, vegetali e frutta. La shelf life di gamberetti, granchi, eglefini, pettini e vongole può
essere estesa da due a sei volte mediante radurizzazione con dosi da 1 a 4 kGy. Risultati simi-
li possono essere ottenuti per pesce e molluschi in diverse condizioni di confezionamento59.
In uno studio, i pettini conservati a 0 °C mostravano una shelf life di 13 giorni se non irra-
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diati e di 18, 23 e 42 giorni se irradiazione, rispettivamente, con 0,5, 1,5 e 3,0 kGy63. I Gram-
negativi non sporigeni bastoncellari sono tra i batteri più sensibili alle radiazioni e sono i prin-
cipali responsabili dell’alterazione di questi alimenti. Nella carne di maiale macinata, confe-
zionata sotto vuoto, irradiata con 1,0 kGy e conservata a 5 °C per 9 giorni, il 97% della micro-
flora consisteva di batteri Gram-positivi, la maggior parte dei quali corineformi15. I coccoba-
cilli Gram-negativi appartenenti ai generi Moraxella e Acinetobacter hanno mostrato un
grado di resistenza alle radiazioni più elevato degli altri Gram-negativi. In studi condotti su
carne bovina macinata irradiata con 272 krad, Tiwari e Maxcy86 hanno osservato che il 73-
75% della microflora sopravvissuta consisteva di tali generi microbici, che rappresentavano
solo l’8% della microflora nella carne non irradiata. Moraxella spp. sembrano più resistenti
di Acinetobacter spp.

Confrontando la radiosensibilità di alcuni batteri non sporigeni in tampone fosfato a
– 80 °C, Anellis e colleghi2 hanno osservato che Deinococcus radiodurans sopravviveva a
dosi di 18 kGy, alcuni ceppi di Enterococcus faecium a 9-15 kGy e E. faecalis a 6-9 kGy,
mentre Lactobacillus lactis non sopravviveva a 6 kGy. Staphylococcus aureus, Lactobacil-
lus casei e Lactobacillus arabinosus non sopravvivevano a dosi di 3 kGy. È stato dimostra-
to che la sensibilità diminuiva al diminuire della temperatura di irradiazione, come nel caso
delle endospore.

L’alterazione estrema dei prodotti alimentari radurizzati e conservati a basse temperature
è invariabilmente causata da uno o più ceppi di Acinetobacter-Moraxella o di batteri lattici.
L’irradiazione di carne macinata con 2,5 kGy ha distrutto tutte le Pseudomonadaceae, le
Enterobacteriaceae e Brochothrix thermosphacta e diminuito il valore di APC da 6,18 a 1,78
log10/g; i batteri lattici sono stati ridotti solo di 3,4 log/g 57.

La radurizzazione della frutta con dosi di 2-3 kGy consente di estenderne la shelf life di
almeno 14 giorni. La tabella 15.5 riporta un elenco di alimenti che possono essere sottopo-
sti a radurizzazione e il numero di Paesi nei quali il trattamento è consentito. In generale, per
la frutta l’estensione della shelf life è inferiore rispetto alle carni e ai prodotti ittici, poiché
le muffe sono generalmente più resistenti all’irradiazione dei batteri Gram-negativi respon-
sabili dell’alterazioni di questi ultimi prodotti. Pasticci di carne bovina macinata confeziona-
ti sotto vuoto e irradiati con dosi di 2,9 kGy si sono conservati inalterati per oltre 60 giorni
in condizioni di refrigerazione55. In un altro studio, nei pasticci di carne bovina macinata non
irradiata la conta aerobia in piastra aumentava da un valore iniziale di 106/g a 108/g dopo 8
giorni di conservazione a 4 °C, mentre nei campioni irradiati con 2 kGy (range 1,9-2,4) il
valore di APC raggiungeva solo 106/g dopo 55 giorni a 4 °C. È stato osservato che nella carne
bovina macinata dosi di 2,5 kGy sarebbero sufficienti per distruggere 108,1 di E. coli O157:H7,
103,1 di salmonelle e 1010,6 di Campylobacter jejuni 7.

Uova di insetti e larve possono essere distrutte con 1 kGy, mentre le cisti di Taenia solium
e di T. saginata possono essere distrutte con dosi anche più basse (carni infestate con cisti di
tenia possono essere risanate dai parassiti con dosi comprese tra 0,2 e 0,5 kGy 92).

15.7  Aspetti normativi dell’irradiazione degli alimenti

A partire dal 1989 circa 40 Paesi hanno approvato l’irradiazione di alcuni alimenti47. La FDA
ha approvato il trattamento di almeno 20 materiali per l’imballaggio degli alimenti con dosi
di 10 o 60 kGy. Già nel 1983 la FDA aveva consentito l’irradiazione di spezie ed erbe per
condimento con dosi fino a 10 kGy e nel 1985 aveva approvato il trattamento della carne di
maiale, con dosi fino a 1 kGy, per il controllo di Trichinella spiralis. In Thailandia, nel 1986,
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La normativa europea sul trattamento degli alimenti con radiazioni ionizzanti 

In Europa il trattamento degli alimenti e dei loro ingredienti con radiazioni ionizzanti è
regolamentato dalle Direttive 1999/2/CE e 1999/3/CE, relative al ravvicinamento delle
legislazioni degli Stati membri, entrate in vigore il 20 settembre 2000. L’emanazione di
tali direttive è nata dalla duplice esigenza di armonizzare le differenti legislazioni nazio-
nali e le relative condizioni di impiego dell’irraggiamento (che potrebbero condizionare
la libera circolazione dei prodotti alimentari) e di tutelare i consumatori, per i quali l’irra-
diazione costituisce un motivo di preoccupazione e un tema di pubblica discussione.
A partire dal 20 marzo 2001, quindi, tutti gli alimenti e i loro ingredienti irradiati immes-
si sul mercato europeo devono ottemperare alle disposizioni di queste direttive. La Diret-
tiva quadro 1999/2/CE copre gli aspetti generali e tecnici dell’attuazione del processo,
mentre la direttiva di applicazione 1999/3/CE stabilisce un elenco comunitario di alimen-
ti e loro ingredienti che possono essere trattati con radiazioni ionizzanti. Il trattamento può
essere effettuato solo mediante i seguenti tipi di radiazioni:

– raggi gamma emessi da radionuclidi 60Co o 137Cs;
– raggi X emessi da sorgenti artificiali attivate a un livello energetico nominale pari o

inferiore a 5 MeV;
– elettroni emessi da sorgenti artificiali attivate a un livello energetico nominale pari o

inferiore a 10 MeV.

Nel nostro Paese, le direttive comunitarie citate sono state recepite con il DLgs n. 94 del
30 gennaio 2001. Tale decreto si inserisce in un quadro normativo che già prevedeva una
disciplina generale in materia di radiazioni ionizzanti; per quanto riguarda specificamen-
te gli alimenti, si colloca nel quadro normativo tracciato dai DM 30 agosto 1973 e dal DM
18 luglio 1996, n. 454, che autorizzano, rispettivamente, l’irraggiamento di aglio, patate
e cipolle e di erbe aromatiche e spezie.
La tabella 15.6 riporta l’elenco degli alimenti autorizzati nei diversi Stati membri pubbli-
cato nel 2002 (List of Member State’s authorization of foods and ingredients which may be
treated with ionising radiation. Official Journal of EC 2002/C 174/03).

Tabella 15.6 Alcuni prodotti per i quali è autorizzato il trattamento con radiazioni ionizzanti

Nazione Tipologie di alimenti

Belgio Patate, cipolle, aglio, scalogno, pollame, cosce di rana e gamberi surgelati,
albume d’uovo

Francia Piante aromatiche surgelate, cipolle, aglio, scalogno, frutta e verdura secca,
fiocchi e germi di cereali, farina di riso, gomma arabica, pollame, cosce di rana
e gamberi surgelati, albume d’uovo, caseina e caseinati

Italia Patate, aglio, cipolle

Paesi Bassi Legumi, frutta e verdura secca, fiocchi di cereali, gomma arabica, cosce di rana
e gamberi surgelati, pollame, albume d’uovo

Regno Unito Patate, cipolle, aglio, scalogno, legumi, frutta e verdura fresca e secca
(inclusi funghi e pomodori), cereali, pollame, pesci e molluschi



si irradiavano con dosi non inferiori a 2,0 kGy salsicce di maiale fermentate (nham), poi ven-
dute a Bangkok 47. Nello stesso anno in Porto Rico il mango veniva irradiato con dosi fino a
1,0 kGy e poi trasportato e commercializzato a Miami. Nel 1987 la papaya delle Hawai veni-
va trattata con dosi di 0,41-0,51 kGy per il controllo degli infestanti e poi venduta al pubbli-
co. L’USDA ha approvato l’irradiazione della papaia hawaiana per il controllo degli insetti
nel 1989. L’anno successivo, lo stesso Dipartimento statunitense ha approvato l’irradiazione
del pollame con dosi fino a 3,0 kGy e nel 1993 il pollame irradiato è stato venduto al detta-
glio nell’Illinois per la prima volta65. Le fragole destinate alla vendita venivano irradiate con
dosi di 2,0 kGy in Francia nel 1987 e in Florida nel 1992. Nel 1995, gli Stati del Maine e di
New York hanno autorizzato la vendita di alimenti irradiati. L’inibizione della germogliazio-
ne e la disinfestazione da insetti è tuttora l’applicazione diretta più ampiamente utilizzata
dell’irradiazione degli alimenti.

In un rapporto del 1981 sull’irradiazione degli alimenti un comitato misto di esperti della
FAO (Food and Agriculture Organization), della IAEA (International Atomic Energy Agency)
e del WHO (World Health Organization) ha dichiarato che l’impiego di dosi fino a 10,0 kGy
non presenta alcun rischio per la salute umana. L’impiego delle radiazioni per uno o più pro-
dotti alimentari è stato approvato da almeno 40 Paesi; 29 dei quali impiegano tale metodo di
conservazione-risanamento a livello commerciale. Negli Stati Uniti, nel 1995 è stato appro-
vato l’impiego di 2-25 kGy per il controllo di salmonella nei mangimi e negli alimenti per
animali da compagnia; nel 1997 è stata autorizzata l’irradiazione di carne bovina cruda maci-
nata con 4,5 kGy, se refrigerata, e con 7,5 kGy se congelata.

Nei primi anni Settanta, il Canada ha approvato per un test di marketing l’impiego di una
dose massima di 1,5 kGy per filetti di merluzzo fresco. Nel 1983 la Codex Alimentarius
Commission ha suggerito l’impiego di 1,5 o 2,2 kGy per pesci teleostei e prodotti ittici19.
Negli Stati Uniti, ma anche nei Paesi europei, uno degli ostacoli all’approvazione su scala
più ampia dell’irradiazione degli alimenti risiede nella stessa definizione di radiazione, con-
siderata un additivo piuttosto che un processo, quale è di fatto; ciò implica che gli alimenti
irradiati siano etichettati come tali. Altri motivi di preoccupazione sono rappresentati dall’ef-
fetto del trattamento sulle spore di C. botulinum (vedi oltre) e dalla possibilità che – con
l’esposizione a dosi inferiori a quelle necessarie per la radappertizzazione (sterilità commer-
ciale) – microrganismi non patogeni diventino patogeni o che vi sia un aumento della viru-
lenza delle specie patogene. Tuttavia, questi ultimi effetti non sono dimostrati74.

A partire dal 2003, oltre 7000 supermercati e altri punti vendita al dettaglio negli Stati
Uniti vendevano carne bovina macinata irradiata, in accordo con l’American Council on
Science and Health. L’irradiazione degli alimenti è stata approvata dall’American Medical
Association, dall’American Dietetic Association, dall’Institute of Food Technologists e dalle
Nazioni Unite. Il CDC ha stimato che se venisse irradiata solo la metà delle carni macinate
di bovino, suino, pollame e delle preparazioni a base di carne pronte al consumo (luncheon
meats), negli Stati Uniti vi sarebbero oltre 880.000 casi in meno di malattie a trasmissione
alimentare (Food Protection Trends, luglio 2003). Un’agenzia del governo statunitense ha
approvato l’impiego, a partire dal 2004, di carne bovina macinata irradiata per la ristorazio-
ne scolastica.

Sono invece giustificate le preoccupazioni in merito alla sicurezza degli alimenti a bassa
acidità irradiati con dosi non sufficienti per distruggere le spore di C. botulinum, special-
mente quando tali alimenti vengono conservati in condizioni che permettono la crescita e la
produzione di tossine. Naturalmente, le preoccupazioni riguardano solamente i prodotti sot-
toposti a radicidazione e radurizzazione, in quanto questi microrganismi dovrebbero essere
distrutti dalla radappertizzazione. In relazione alla radurizzazione del pesce, Giddings22 ha
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osservato che le specie con carni magre sono le più adatte all’irradiazione, mentre quelle con
elevato contenuto di grassi non lo sono poiché favoriscono lo sviluppo di C. botulinum; inol-
tre nelle parti edibili dei pesci a carni magre le spore botuliniche, quando sono presenti, non
superano valori di 1/g.

15.8  Effetti dell’irradiazione sulla qualità degli alimenti

I cambiamenti indesiderati che si verificano in alcuni alimenti irradiati possono essere cau-
sati direttamente dalla radiazione o essere il risultato indiretto di reazioni che hanno luogo
dopo l’esposizione.

Quando viene irradiata, l’acqua va incontro a radiolisi secondo la reazione:

Inoltre, lungo il percorso degli elettroni primari si formano radicali liberi, che reagisco-
no gli uni con gli altri a causa della diffusione13. Alcuni dei prodotti formati lungo tale per-
corso sfuggono e possono reagire con le molecole di soluti. Irradiando in condizioni anae-
robiche, la produzione di sapori e odori indesiderati risulta minimizzata, in quanto in assen-
za di ossigeno non si ha la formazione di perossidi. Uno dei metodi migliori per ridurre la
minimo la produzione di cattivi odori è irradiare a temperature inferiori a quelle di congela-
mento88; infatti, tali temperature riducono o impediscono la radiolisi e la conseguente for-
mazione di reattivi. Altri metodi per ridurre gli effetti indesiderati negli alimenti sono pre-
sentati in tabella 15.7.

Oltre all’acqua, le proteine e altri composti azotati sembrano essere i più sensibili agli
effetti delle radiazioni negli alimenti. I prodotti dell’irradiazione di amminoacidi, peptidi e
proteine variano a seconda della dose di radiazione, della temperatura, della quantità di ossi-
geno, dell’umidità e di altri fattori; tra di essi sono stati riportati NH3, idrogeno, CO2, H2S,
ammidi e carbonili. Gli amminoacidi aromatici tendono a essere più sensibili degli altri e
subiscono variazioni nella struttura dell’anello. Tra i più sensibili all’irradiazione vi sono:
metionina, cisteina, istidina, arginina e tirosina. L’amminoacido più sensibile all’irradiazio-
ne con fasci di elettroni è la cistina. Johnson e Moser 34 hanno osservato nella carne bovina
macinata irradiata una perdita del 50% circa di tale amminoacido; il triptofano subiva una
perdita del 10%, mentre per gli altri amminoacidi le perdite erano modeste o nulle. Gli
amminoacidi si sono dimostrati più resistenti ai raggi gamma che ai fasci di elettroni.

3 2 2 2 2H O H OH H O Hradiolisi⎯ →⎯⎯⎯ + + +
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Tabella 15.7 Metodi per ridurre gli effetti indesiderati in alimenti esposti a radiazioni ionizzanti

Metodo Meccanismo

Riduzione della temperatura Immobilizzazione dei radicali liberi
Riduzione della tensione di O2 Riduzione del numero di radicali liberi ossidativi,

in grado di attivare molecole
Aggiunta di assorbitori di radicali liberi Competizione per i radicali liberi da parte

di assorbitori specifici
Distillazione-radiazione concorrenti Rimozione dei precursori volatili di cattivi odori e sapori
Riduzione della dose Evidente

(Da Goldblith23)



Diversi ricercatori hanno riportato che l’irradiazione dei lipidi e dei grassi determina la
produzione di carbonili e di altri prodotti di ossidazione, tra cui i perossidi, specialmente se
il trattamento e/o la successiva conservazione vengono effettuati in presenza di ossigeno.
L’effetto organolettico più evidente dell’irradiazione dei lipidi in presenza di aria è lo svilup-
po di rancidità.

È stato osservato che in alcuni alimenti, specialmente carni, dosi elevate di radiazioni cau-
sano la produzione di “odore di irradiato”. Wick e colleghi94 hanno analizzato i componenti
volatili di carne bovina cruda macinata irradiata con 20-60 kGy a temperatura ambiente,
riscontrando numerosi composti odorosi. Degli oltre 45 costituenti identificati da questi
ricercatori, 17 contenevano zolfo, 14 idrocarburi, 9 carbonili e almeno 5 erano di natura basi-
ca e alcolica. Quanto più elevato è il livello di irradiazione, tanto maggiore è la quantità di
composti volatili prodotta. Molti di questi composti sono stati identificati in diversi estratti
di carne bovina macinata cotta non irradiata.

Per quanto riguarda le vitamine del gruppo B, Liuzzo e colleghi46 hanno rilevato che, nelle
ostriche, radiazioni da 60Co comprese tra 2 e 6 kGy comportano la distruzione parziale di:
tiamina, niacina, pirodossina, biotina e B12. Per riboflavina, acido pantotenico e acido folico
è stato invece riportato un aumento per effetto dell’irradiazione, probabilmente dovuto alla
liberazione di vitamine legate. In generale, gli effetti riportati per le vitamine idrosolubili
non sono rilevanti84. 

Oltre alle modificazioni di sapore e odore in alcuni alimenti, sono stati riportati effetti
dannosi dell’irradiazione su particolari varietà di frutta e verdura. Uno dei più gravi è il ram-
mollimento causato dalla degradazione di pectina e cellulosa, i polisaccaridi strutturali dei
vegetali. Massey e Bourke49 hanno dimostrato che tale effetto è provocato dalle dosi impie-
gate per la radappertizzazione. La sintesi dell’etilene nelle mele è influenzata dall’irradiazio-
ne, con il risultato che la maturazione dei frutti irradiati non è rapida quanto quella dei frut-
ti di controllo non irradiati49. Nei limoni verdi, invece, la sintesi di etilene è stimolata dall’ir-
radiazione, che determina una maturazione più rapida rispetto ai controlli50. 

Tra i prodotti radiolitici che si sviluppano durante l’irradiazione, alcuni mostrano attività
antibatterica quando posti in terreni di coltura. Nelle carni trattate con 15 kGy, tuttavia, non
è stata riscontrata alcuna attività antimicrobica12. La sicurezza e il rischio di tossicità degli
alimenti irradiati sono state oggetto di diverse rassegne76,85.

15.9  Stabilità degli alimenti irradiati

È lecito attendersi che gli alimenti sottoposti a radappertizzazione abbiano la stessa stabilità
commerciale degli alimenti sterilizzati mediante trattamento termico. Tuttavia vi sono due
differenze, tra gli alimenti processati con queste due tecnologie, che influenzano la stabilità
durante la conservazione. Con la radappertizzazione non si ottiene la distruzione degli enzi-
mi intrinseci, che possono continuare a esplicare la loro attività biologica, e possono avere
luogo alcuni cambiamenti dopo il trattamento di irradiazione. Irradiando con 45 kGy carni
diverse (pollo, bacon e carne di maiale fresca e cotta alla griglia) nelle quali erano stati inat-
tivati gli enzimi, Heiligman31 ha osservato che i prodotti radappertizzati rimanevano accetta-
bili per periodi di conservazione fino a 24 mesi; quelli conservati a circa 21 °C (70 °F) erano
più accettabili di quelli conservati a circa 37 °C (100 °F).

Licciardello e colleghi hanno riportato l’effetto dell’irradiazione su bistecche di bovino,
carne bovina macinata e salsiccia di maiale conservati a temperature di refrigerazione per 12
anni45. Gli alimenti erano stati confezionati in presenza di conservanti del sapore e trattati con
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10,8 kGy. Dopo 12 anni, gli autori dello studio hanno definito l’aspetto delle carni eccellen-
te; il lieve odore di irradiato percepito è stato giudicato irrilevante. Le carni presentavano
sapore pungente e amaro, probabilmente dovuto alla cristallizzazione della tirosina. Il conte-
nuto di azoto amminico libero prima e dopo la conservazione successiva all’irradiazione era,
rispettivamente, 75 e 175 mg% nelle bistecche e 67 e 167 mg% negli hamburger.

Gli alimenti sottoposti a radurizzazione, infine, vanno incontro ad alterazione causata dai
microrganismi sopravvissuti, se conservati a temperature adatte alla loro crescita. La norma-
le microflora alterante dei prodotti ittici è così sensibile alle radiazioni ionizzanti, che gene-
ralmente il 99% viene distrutto trattando questi prodotti con dosi dell’ordine di 2,5 kGy. L’al-
terazione finale dei prodotti radurizzati è prerogativa dei pochi microrganismi che sopravvi-
vono al trattamento di irradiazione. Per ulteriori informazioni su tutti gli aspetti dell’irradia-
zione degli alimenti, si consiglia la consultazione dei riferimenti bibliografici 66 e 89.

15.10  Natura della radioresistenza dei microrganismi

Tra i batteri Gram-negativi, i più sensibili alle radiazioni ionizzanti sono bastoncelli come le
Pseudomonadaceae, mentre i più resistenti sono quelli a forma coccobacillare dei generi
Moraxella e Acinetobacter. I cocchi Gram-positivi, compresi micrococchi, stafilococchi e
enterococchi, sono i più resistenti tra i batteri non sporigeni. I fattori che rendono un micror-
ganismo più sensibile o più resistente di un altro alle radiazioni sono un tema di enorme inte-
resse non solo per la ricerca biologica, ma anche per le applicazioni pratiche nella conserva-
zione/protezione degli alimenti. Una migliore comprensione dei meccanismi di resistenza
può spiegare l’aumento della resistenza o della sensibilità alla radiazione e quindi rendere
possibile l’impiego di dosi minori per il trattamento degli alimenti.

La tabella 15.8 presenta i risultati di studi sugli effetti di condizioni ossidanti e riducenti
sulla resistenza di Deinococcus radiodurans in tampone fosfato. L’iniezione di flussi di N2

o O2 (gas flushing) nelle sospensioni, come pure la presenza di 100 ppm di H2O2, non ha
effetti significativi sulla sensibilità alle radiazioni rispetto al controllo. Il trattamento con
cisteina rende le cellule meno sensibili, mentre l’ascorbato determina un aumento della sen-
sibilità. Uno studio ha dimostrato che la resistenza alle radiazioni viene ridotta dall’acido
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Tabella 15.8 Effetti di condizioni ossidanti o riducenti sulla resistenza
alle radiazioni di Deinococcus radiodurans

Condizioni Log della frazione di sopravvissuti*

Tampone non modificato – 3,11542
Ossigeno flussato –3,89762
Azoto flussato –2,29335
H2O2 (100 ppm) –3,47710
Tioglicolato (0,01M) –1,98455
Cisteina (0,1M) –0,81880
Ascorbato (0,1M) –5,36050

* Media aritmetica di quattro repliche.
I valori sono stati determinati attraverso la riduzione della conta dopo esposizione a
radiazioni gamma (10 kGy) in tampone fosfato 0,05M. LSD: P = 0,05 (1,98116);
P= 0,01 (2,61533). (Da Giddings22)



iodoacetico ma non dalla N-etilmaleimide, quando impiegata a livelli non tossici41; la pre-
senza o l’assenza di ossigeno non influenza l’effetto di questi due composti.

15.10.1  Biologia delle specie altamente resistenti

Tra i batteri non sporigeni conosciuti, i più resistenti sono rappresentati da varie specie del
genere Deinococcus e da alcune specie di altri generi, tra i quali Deinobacter, Rubrobacter
e Acinetobacter. La tabella 15.9 riassume le caratteristiche di alcune di queste specie. I dei-
nococchi, originariamente assegnati al genere Micrococcus, costituiscono – insieme a Deino-
bacter e al genere di archeobatteri Thermus – uno dei dieci maggiori gruppi filogenetici
accomunati dal tratto 16S dell’RNA ribosomiale (rRNA)90,93,96. I deinococchi si presentano
in coppie o tetradi, hanno un optimum di crescita a 30 °C, contengono pigmenti rossi inso-
lubili in acqua e L-ornitina come amminoacido di base della mureina (diverso da quello dei
micrococchi, che contengono lisina) e non contengono acidi teicoici; sono inoltre caratteriz-
zati da un contenuto percentuale molare di G +C compreso tra 62 e 70. Una delle caratteri-
stiche più atipiche di questo genere è la presenza di una membrana esterna, assente negli
altri Gram-positivi; per tale motivo, il genere è stato definito come un clone di un’antica
linea Gram-negativa11.

Tra le altre caratteristiche inusuali dei deinococchi vi sono la presenza di palmitoleato
(16:1), che costituisce circa il 60% degli acidi grassi del loro involucro e circa il 25% del
contenuto totale cellulare di acidi grassi, e anche l’elevato contenuto di acidi grassi, pecu-
liare dei batteri Gram-negativi. Il chinone isoprenoide predominante nella membrana pla-
smatica dei deinococchi è un menachinone: uno dei due gruppi di naftochinoni coinvolti nel
trasporto di elettroni, nella fosforilazione ossidativa e, probabilmente, nei processi di tra-
sporto attivo9. La lunghezza delle catene laterali legate in C-3 varia da 1 a 14 unità isopre-
niche (MK) e i deinococchi – come i micrococchi, i planococchi, gli stafilococchi e gli ente-
rococchi – sono caratterizzati da catene di 8 unità isopreniche (MK-8)9. I deinococchi non
contengono fosfatidilglicerolo o difosfatidilgicerolo nei fosfolipidi, bensì fosfoglicolipidi
come componente principale.
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Tabella 15.9 Alcuni dei batteri non sporigeni più altamente resistenti alle radiazioni

Microrganismo Gram Morfologia Pigmento Membrana esterna

Deinococcus radiodurans + C Rosso +
D. radiophilus + C Rosso +
D. proteolyticus + C Rosso +
D. radiopugnans + C Rosso +
D. murrayi + C Arancio +
Deinobacter grandis – R Rosso/rosa +
D. geothermalis + C Arancio +
Hymenobacter actinosclerus – R Rosso +
Kineococcus radiotolerans + C Arancio –
Kocuria erythromyxa + C Arancio +
Methylobacterium radiotolerans – R Arancio +
Rubrobacter xylanophilus + R Rosa +

Morfologia:  C = coccica; R = bastoncellare.



Il genere Deinobacter condivide la maggior parte delle caratteristiche dei deinococchi, salvo
per il fatto che i suoi membri sono bastoncelli Gram-negativi. Rubrobacter radiotolerans è un
bastoncello Gram-positivo molto simile ai deinococchi, ma l’amminoacido di base della sua
mureina è L-lisina anziché L-ornitina. Acinetobacter radioresistens è un coccobacillo Gram-
negativo che differisce dai deinococchi per diverse caratteristiche. Il contenuto percentuale
molare G +C del suo DNA è compreso tra 44,1 e 44,8% e il chinone isoprenoide predomi-
nante è Q-9 anziché MK-8.

I deinococchi sono stati isolati da carne bovina macinata, salsiccia di maiale, eglefino,
pelle di animali e corsi d’acqua40; sono stati riscontrati anche in feci, segatura e aria. Deino-
bacter spp. sono stati isolati da feci di animali e da pesci d’acqua dolce, Rubrobacter spp. da
una sorgente di acqua calda radioattiva in Giappone e A. radioresistens da cotone e da suolo.

Le specie elencate in tabella 15.9 sono aerobie, catalasi positive e generalmente inattive
su substrati per test biochimici. I deinococchi possiedono diversi carotenoidi e la loro mem-
brana plasmatica, isolata, appare rosso vivo.

Nelle specie non deinococciche i valori di D per l’irradiazione sono compresi tra 1,0 e 2,2
kGy, mentre la maggior parte dei ceppi di deinococchi può sopravvivere a 15 kGy; D. radio-
philus è la specie più radioresistente.

15.10.2  Probabile meccanismo della resistenza

Il motivo per cui questi microrganismi sono così resistenti alle radiazioni non è chiaro. È
stato ipotizzato che l’estrema resistenza all’essiccazione osservata nei deinococchi sia in
qualche modo associata alla radioresistenza. La complessità dell’involucro cellulare di tali
microrganismi potrebbe essere uno dei fattori responsabili; in proposito, tuttavia, mancano
dati precisi. Tutti questi microrganismi sono fortemente pigmentati e contengono diversi
carotenoidi, ciò che suggerisce possibili relazioni con la radioresistenza. Tuttavia, non è stato
dimostrato alcun ruolo di questi pigmenti nella resistenza di D. radiophilus 38,44.

Alcuni degli eventi chimici che hanno luogo nella materia organica in seguito a irradia-
zione sono schematizzati nella figura 15.4. La radiolisi dell’acqua porta alla formazione di
radicali liberi e perossidi e i microrganismi sensibili alle radiazioni sembrano incapaci di
sopportarne gli effetti deleteri. Sostanze chimiche che contengono gruppi –SH tendono a
essere radioprotettive14, ma non è ancora chiaro quale sia il loro eventuale ruolo nell’eleva-
ta resistenza alle radiazioni di alcuni batteri.

Una delle caratteristiche insolite di D. radiodurans è che le cellule in fase stazionaria pro-
ducono quattro copie del proprio genoma. Le cellule che si dividono attivamente possono
contenere da quattro a dieci copie del loro cromosoma. Sebbene tale abbondanza di DNA non
sia necessaria per un’elevata resistenza alle radiazioni, è concepibile che, in seguito all’espo-
sizione a radiazioni, questo DNA extra renda possibile la sintesi di un nuovo genoma nella
cellula danneggiata. È stato osservato che in seguito a irradiazione questi microrganismi
subiscono un’immediata ed estesa rottura del DNA cromosomiale, e ciò sembra concorrere
al processo di riparazione del DNA. Inoltre il genoma di D. radiodurans è caratterizzato da
un DNA molto compatto e ordinato che può facilitare il processo di riparazione43. Ulteriori
informazioni sulla radioresistenza di D. radiodurans, possono essere tratte dalla letteratura6.

Si è già ricordato che in D. radiodurans è presente una membrana esterna, caratteristica
dei batteri Gram-negativi. Esaminando la tabella 15.8 è possibile notare come vari altri bat-
teri radioresistenti Gram-positivi presentino tale membrana; a differenza dei Gram-negativi,
tuttavia, essi non possiedono lipopolisaccaridi o il lipide A. Il loro involucro esterno consi-
ste in cinque strati che avvolgono la membrana plasmatica51.
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L’impiego delle basse temperature per la conservazione degli alimenti si basa sul fatto che
l’attività dei microrganismi può essere rallentata a temperature di poco superiori a 0 °C ed è
generalmente inibita a temperature inferiori. La ragione di tale fenomeno è che tutte le rea-
zioni metaboliche dei microrganismi sono catalizzate da enzimi e che la velocità di tali rea-
zioni è funzione della temperatura. Un aumento di temperatura determina un aumento della
velocità di reazione. Il coefficiente termico (Q10) è generalmente definito come segue:

Il Q10 per la maggior parte dei sistemi biologici è compreso tra 1,5 e 2,5, cosicché per ogni
aumento di temperatura di 10 °C – all’interno di un range appropriato – la velocità di reazio-
ne raddoppia e, viceversa, si dimezza per ogni diminuzione di 10 °C. Pertanto la trattazione
che segue sarà centrata principalmente sugli effetti delle basse temperature sui microrgani-
smi patogeni e alteranti, ai fini della conservazione dei prodotti alimentari. Occorre ricorda-
re, tuttavia, che la temperatura è legata all’umidità relativa (UR) e che temperature inferiori
a quella di congelamento influiscono sul valore di UR, sul pH e, forse, anche su altri para-
metri della crescita microbica.

16.1  Definizioni

Il termine psicrofilo – coniato da Schmidt-Nielsen nel 1902 per i microrganismi che cresco-
no a 0 °C 31 – è ora utilizzato per indicare i microrganismi che crescono nel range di tempe-
rature compreso tra valori inferiori a 0 °C e non superiori a 20 °C, con un optimum tra 10 e
15 °C 47. Intorno al 1960, fu suggerito il termine psicrotrofo (psychros, “freddo”, e trephein,
“nutrimento” o sviluppo) per i microrganismi in grado di crescere a 5 °C o a temperature
inferiori13,50. Attualmente, per quasi tutti i microbiologi alimentari, uno psicrotrofo è un
microrganismo che può crescere tra 0 e 7 °C, producendo colonie visibili (o torbidità) nel-
l’arco di 7-10 giorni. Alcuni psicrotrofi sono in realtà mesofili, in quanto sono in grado di
crescere anche a 43 °C. Sulla base di queste definizioni, gli psicrofili dovrebbero essere pre-
senti solo nei prodotti provenienti da acque oceaniche o da climi estremamente freddi. I
microrganismi che provocano l’alterazione della carne, del pollame e dei vegetali nel range
compreso tra 0 e 5 °C sono psicrotrofi a tutti gli effetti. 
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Poiché non tutti gli psicrotrofi crescono con la stessa velocità nel range 0-7 °C, sono stati
proposti i termini euripsicrotrofi (eurys: largo, ampio), per indicare i microrganismi che tipi-
camente formano colonie visibili solo tra il sesto e il decimo giorno, e stenopsicrotrofi (stenos:
stretto, vicino), per indicare i microrganismi che tipicamente formano colonie entro il quin-
to giorno34. Secondo Mossel50 gli psicrotrofi possono essere distinti dai non psicrotrofi in
quanto, a differenza di questi ultimi, non sono in grado di crescere su un terreno non seletti-
vo a 43 °C in 24 ore. È stato dimostrato che alcuni batteri – tra i quali Enterobacter cloacae,
Hafnia alvei e Yersinia enterocolitica (ATCC 27739) – crescono bene sia a 7 °C, entro 10
giorni, sia a 43 °C 34: questi batteri sono evidentemente euripsicrotrofi; ve ne sono altri, tut-
tavia, che crescono bene a 43 °C, ma in modo stentato a 7 °C in 10 giorni. Tipici stenopsi-
crotrofi sono Pseudomonas fragi (ATCC 4973) e Aeromonas hydrophila (ATCC 7965), che
crescono bene a 7 °C, sviluppando colonie visibili in 3-5 giorni, ma non crescono a 40 °C 34. 

Vi sono tre distinti intervalli di temperatura per gli alimenti conservati mediante impiego
del freddo. Il primo è compreso tra 5-7 °C e la temperatura ambiente, con un valore medio
generalmente intorno a 10-15 °C; queste temperature sono adatte per la conservazione di
alcuni prodotti ortofrutticoli, tra i quali cetrioli, patate e lime. Le temperature di refrigera-
zione sono invece comprese tra 0 e 7 °C (teoricamente non superiori a 4 °C). Le temperatu-
re di stoccaggio dei prodotti surgelati, infine, sono inferiori a –18 °C e, in circostanze nor-
mali, inibiscono la crescita di tutti i microrganismi; tuttavia, alcune specie possono crescere
a tali temperature, seppure a velocità estremamente bassa. 

16.2  Temperatura minima di crescita

Le specie e i ceppi batterici che possono crescere a temperature pari o inferiori a 7 °C sono
ampiamente diffusi tra i generi Gram-negativi ma meno tra i Gram-positivi (tabelle 16.1 e
16.2). La più bassa temperatura di crescita per un microrganismo d’interesse alimentare è
stata registrata per un lievito rosa (– 34 °C). La crescita a temperature inferiori a 0 °C è
riscontrata più frequentemente tra i lieviti e le muffe, che tra i batteri; ciò è coerente con la
crescita dei funghi in presenza di più bassi valori di attività dell’acqua (aw). Per alcuni bat-
teri sono state riportate temperature di crescita intorno a –20 e a –12 °C 45. Tra gli alimenti
che possono supportare la crescita microbica a temperature inferiori a 0 °C sono compresi
succhi di frutta concentrati, pancetta, gelato e alcuni frutti. Questi prodotti contengono
sostanze crioprottettive che abbassano il punto di congelamento dell’acqua.

16.3  Preparazione degli alimenti per il congelamento

La preparazione dei vegetali per il congelamento prevede la selezione, la cernita, il lavaggio,
la scottatura (o blanching) e il confezionamento. Gli alimenti che presentano qualsiasi segno
evidente di alterazione dovrebbero essere scartati. Tutti gli alimenti – in particolare carni,
pollame, prodotti ittici e uova – dovrebbero essere il più possibile freschi. 

Il blanching viene realizzato sia mediante breve immersione dell’alimento in acqua calda
sia utilizzando vapore; le sue funzioni principali sono:

1. inattivazione degli enzimi che possono causare modificazioni indesiderate del prodotto
congelato durante la conservazione;

2. miglioramento o mantenimento del colore verde di alcuni vegetali;
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3. riduzione del numero di microrganismi presenti sugli alimenti;
4. agevolazione del confezionamento dei vegetali a foglia mediante perdita del turgore tipi-

co dei vegetali freschi;
5. allontanamento dell’aria intrappolata nei tessuti vegetali.

Il metodo utilizzato per il blanching varia a seconda delle caratteristiche del prodotto, delle
dimensioni della confezione e di altri parametri. Quando viene impiegata acqua calda, occor-
re garantire che non si accumuli una quantità di spore batteriche sufficiente per contaminare
gli alimenti. La riduzione della carica microbica iniziale ottenuta con il blanching sarebbe del
99% circa. È bene ricordare che la maggior parte delle cellule batteriche vegetative possono
essere distrutte alle temperature di pastorizzazione del latte (63 °C o 145 °F per 30 minuti);
ciò vale soprattutto per la maggior parte dei batteri responsabili dell’alterazione dei vegetali.
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Tabella 16.1 Alcuni generi di batteri che contengono specie o ceppi in grado di crescere
a temperature pari o inferiori a 7 °C

Gram-negativi Frequenza relativa* Gram-positivi Frequenza relativa*

Acetobacterium XX Bacillus XX
Acinetobacter XX Brevibacterium X
Aeromonas XX Brochothrix XXX
Alcaligenes X Carnobacterium XXX
Alteromonas XX Clostridium XX
Burkholderia X Corynebacterium X
Cedecea X Deinococcus X
Chromobacterium X Enterococcus XXX
Chryseobacterium X Kurthia X
Citrobacter X Lactobacillus XX
Enterobacter XX Lactococcus XX
Erwinia XX Leuconostoc X
Escherichia X Listeria XX
Flavobacterium XX Macrococcus X
Frigoribacterium XX Micrococcus XX
Halobacterium X Paenibacillus X
Hafnia XX Pediococcus X
Janthinobacterium XX Propionibacterium X
Klebsiella X Staphylococcus X
Moraxella XX Vagococcus XX
Morganella X
Photobacterium X
Pantoea XX
Proteus X
Providencia X
Pseudomonas XXX
Psychrobacter XX
Salmonella X
Serratia XX
Shewanella XXX
Vibrio XXX
Yersinia XX

* Importanza relativa e prevalenza come psicrotrofi:  X = minore; XX = intermedia; XXX = molto significativa.
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Tabella 16.2 Temperature minime di crescita di alcuni microrganismi di interesse alimentare
in grado di svilupparsi a temperature pari o inferiori a 7 °C.

Specie/ceppo Temperatura (°C) Osservazioni

Lievito rosa –34
Lieviti rosa (2) –18
Muffe non specificate –12
Vibrio spp. –5 Veri psicrofili
Cladosporium cladosporiodes –5
Yersinia enterocolitica – 2
Bacillus psychrotolerans da – 2 a 1
Acetobacterium bakii 1,0
Carnobacterium viridans 2,0
Clostridium algidixylanolyticum 2,5
Janthinobacterium agaricidamnosum 2,0
Frigoribacterium faeni 2,0
Lactobacillus algidus 0
Bacillus psychrodurans da – 2 a 0
Coliformi non specificati – 2
Brochothrix thermosphacta – 0,8 Entro 7 giorni; a 4 °C in 10 giorni
Aeromonas hydrophila – 0,5
Enterococcus spp. 0 Diverse specie/ceppi
Leuconostoc carnosum 1,0
L. gelidum 1,0
Listeria monocytogenes 1,0
Thamnidium elegans –1
Leuconostoc sp. 2,0 Entro 12 giorni
L. sakei/curvatus 2,0 Entro 12 giorni; a 4 °C in 10 giorni
Lactobacillus alimentarius 2,0
C. botulinum B, E, F 3,3
Pantoea agglomerans 4,0
Salmonella Panama 4,0 In 4 settimane
Bacillus weihenstephanensis 4,0
Serratia liquefaciens 4,0
Vibrio parahaemolyticus 5,0
Vagococcus salmonirarum 5,0
Salmonella Heidelberg 5,3
Pediococcus sp. 6,0 Debole crescita in 8 giorni
Lactobacillus brevis 6,0 In 8 giorni
Weissella viridescens 6,0 In 8 giorni
Salmonella Typhimurium 6,2
Staphylococcus aureus 6,7
Klebsiella pneumoniae 7,0
Bacillus spp. 7,0 165 di 520 specie/ceppi
Salmonella spp. 7,0 65 di 109, entro 4 settimane

(Dati tratti da Bonde9; Mossel et al.49; Reuter 57 e altri autori)



Sebbene la distruzione dei microrganismi non sia la funzione primaria del blanching, la quan-
tità di calore necessaria per denaturare la maggior parte degli enzimi presenti negli alimenti
è sufficiente anche per ridurre significativamente il numero delle cellule vegetative.

16.4  Congelamento degli alimenti e relativi effetti

Il congelamento degli alimenti può essere effettuato mediante raffreddamento rapido oppure
lento. Il quick freezing, o fast freezing, è il processo attraverso il quale la temperatura degli
alimenti viene portata a circa – 20 °C entro 30 minuti; questo trattamento può essere realiz-
zato per immersione diretta dei prodotti confezionati in liquidi criogenici, per contatto indi-
retto dell’alimento con un mezzo refrigerante o facendo circolare tra gli alimenti da conge-
lare un flusso di aria fredda forzata. Lo slow freezing è invece il processo che consente di
raggiungere la temperatura desiderata in 3-72 ore ed è essenzialmente il metodo di congela-
mento degli apparecchi domestici. In termini di qualità del prodotto, il quick freezing è più
vantaggioso rispetto allo slow freezing (vedi box in basso in questa pagina).

Lo slow freezing favorisce la formazione di cristalli di ghiaccio extracellulari di grandi
dimensioni, mentre il quick freezing favorisce la formazione di piccoli cristalli intracellula-
ri. La crescita dei cristalli di ghiaccio è uno dei fattori che limita la shelf life di alcuni ali-
menti congelati; infatti, l’aumento delle dimensioni causa danni meccanici – con distruzione
delle membrane, delle pareti e delle strutture interne – che rendono il prodotto scongelato
assai diverso da quello originale, sia nella tessitura sia nel sapore. Durante lo scongelamen-
to, gli alimenti congelati con il metodo lento tendono a perdere maggiori quantità di liquido
o di essudato (gocciolamento per le carni, colìo per le verdure) rispetto a quelli congelati con
il metodo rapido e conservati per lo stesso periodo di tempo. I vantaggi della formazione di
cristalli piccoli per la qualità degli alimenti congelati possono essere considerati anche dal
punto di vista dei fenomeni che si verificano durante il congelamento. Durante tale proces-
so l’acqua viene rimossa dalla soluzione e trasformata in cristalli di ghiaccio con un eleva-
to, seppure variabile, grado di purezza17. Inoltre, il congelamento degli alimenti è accompa-
gnato dalla variazione di diverse proprietà chimico-fisiche, tra le quali pH, acidità titolabile,
forza ionica, viscosità, pressione osmotica, pressione di vapore, punto di congelamento, ten-
sione superficiale e interfacciale e potenziale di ossido-riduzione (O/R) (vedi i riferimenti
bibliografici riportati di seguito).
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Confronto tra metodi di congelamento

Congelamento rapido Congelamento lento
– Formazione di cristalli di ghiaccio – Formazione di cristalli di ghiaccio

di piccole dimensioni di grandi dimensioni
– Blocco o soppressione del metabolismo – Squilibrio metabolico
– Breve esposizione a fattori avversi – Lunga esposizione a fattori avversi
– Nessun adattamento microbico – Adattamento microbico graduale

alle basse temperature alle basse temperature
– Shock termico (transizione troppo brusca) – Nessuno shock
– Nessun effetto protettivo – Accumulo di soluti concentrati
– Congelamento di microrganismi nei cristalli (?) con effetti benefici
– Si evita lo squilibrio metabolico



16.5  Conservabilità degli alimenti congelati

È stato dimostrato che numerose specie microbiche possono crescere a temperature pari o
inferiori a 0 °C; tale capacità dipende – oltre che da caratteristiche intrinseche del microrga-
nismo – anche da altri fattori, quali il contenuto di nutrienti, il pH e la disponibilità di acqua
allo stato liquido. Il valore di aw degli alimenti diminuisce quando la temperatura scende
sotto il punto di congelamento; la relazione tra temperatura e aw dell’acqua e del ghiaccio è
riportata in tabella 16.3. Il valore di aw è 1 per l’acqua a 0 °C, ma scende a 0,8 per l’acqua a
–20 °C e a 0,62 per l’acqua a –50 °C circa. I microrganismi che crescono a temperature infe-
riori al punto di congelamento, pertanto, devono essere in grado di crescere a livelli ridotti
di attività dell’acqua, a meno che il valore di aw non sia favorevolmente influenzato da costi-
tuenti dell’alimento in relazione alla crescita microbica. Nei succhi di frutta concentrati, gli
zuccheri – presenti a livelli relativamente elevati – tendono a mantenere l’aw a valori più alti
di quanto ci si aspetterebbe in acqua pura, consentendo la crescita microbica anche a tempe-
rature inferiori a 0 °C. Un effetto analogo può essere ottenuto con l’aggiunta di glicerolo al
mezzo di coltura. Non tutti gli alimenti congelano alla stessa temperatura (tabella 16.4); il
punto di congelamento iniziale per un determinato alimento è dovuto in gran parte alla natu-
ra dei soluti in esso presenti e alla concentrazione relativa dei costituenti in grado di abbas-
sare il punto di congelamento.
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Tabella 16.3 Pressione di vapore di acqua e ghiaccio a diverse temperature

Temperatura (°C) Acqua liquida (mmHg) Ghiaccio (mmHg) aw = Pghiaccio /Pacqua

0 4,579 4,579 1,00
–5 3,163 3,013 0,953

–10 2,149 1,950 0,907
–15 1,436 1,241 0,864
–20 0,943 0,776 0,823
–25 0,607 0,476 0,784
–30 0,383 0,286 0,75
–40 0,142 0,097 0,68
–50 0,048 0,030 0,62

(Da Scott60)

Tabella 16.4 Temperature di congelamento approssimative di alcuni alimenti 

Alimento °F °C Alimento °F °C

Arachidi 17 – 8,3 Carote 29 – 1,7
Noci 20 – 6,7 Lamponi 29,5 – 1,4
Cocco 24,5 – 4,4 Asparagi 30 – 1,1
Banane 25 – 3,9 Piselli 30,5 – 0,8
Aglio 25,5 – 3,6 Cavolfiori 31 – 0,6
Agnello, vitello 27 – 2,8 Lattuga, cavoli 31,5 – 0,3
Patate 28 – 2,2
Manzo, pesce 28,5 – 2,0 Acqua 32 0,0

(Modificata da Desrosier11)



Sebbene l’attività metabolica di tutti i microrganismi possa essere inibita alle temperatu-
ra di congelamento, gli alimenti congelati non possono essere conservati indefinitamente, se
si vuole che – una volta scongelati – presentino il sapore e la consistenza originali. Alla mag-
gior parte degli alimenti congelati è assegnata una “scadenza” ben definita; il periodo mas-
simo di conservazione di tali prodotti non è basato sulla loro microbiologia, bensì su fattori
come consistenza, sapore, tenerezza, colore e valore nutrizionale complessivo che si riscon-
trano in seguito allo scongelamento e alla successiva cottura.

Alcuni alimenti congelati impropriamente confezionati subiscono, durante la conservazio-
ne, bruciature da freddo (freezer burn), caratterizzate da inscurimento dei prodotti di colore
chiaro (come la pelle del pollame). Tale fenomeno è causato dalla perdita di umidità alla
superficie, che aumenta la porosità della parte interessata. La condizione è irreversibile e col-
pisce in particolare alcuni frutti, pollame, carne e pesce, sia crudi sia cotti.

16.6  Effetti del congelamento sui microrganismi

Nel considerare gli effetti del congelamento sui microrganismi incapaci di crescere a tempe-
rature inferiori a 0 °C, è noto che il congelamento è uno dei metodi per conservare le colture
microbiche; in particolare, la liofilizzazione (congelamento sotto vuoto) sembra sia il meto-
do che dà migliori risultati. Tuttavia, le temperature di congelamento possono uccidere alcu-
ni microrganismi di origine alimentare. Ingram32 ha riassunto i fenomeni salienti che i inte-
ressano alcuni microrganismi durante il congelamento.

1. Subito dopo il congelamento, si verifica un’improvvisa mortalità, variabile a seconda
della specie microbica.

2. Le cellule sopravvissute immediatamente dopo il congelamento muoiono gradualmente
durante la conservazione del prodotto congelato.

3. La riduzione del numero di cellule vitali è relativamente rapida a temperature appena al
di sotto del punto di congelamento, specialmente intorno a – 2 °C, ma diventa meno rapi-
da a temperature più basse e rallenta generalmente sotto i –20 °C.

I batteri differiscono per la capacità di sopravvivere durante il congelamento: i cocchi
sono generalmente più resistenti dei bastoncini Gram-negativi. Tra i batteri patogeni veico-
lati dagli alimenti, le salmonelle sono meno resistenti di Staphylococcus aureus o delle cel-
lule vegetative dei clostridi, mentre le endospore e le tossine non sembrano influenzate dalle
basse temperature 21. L’effetto del congelamento su diverse specie di Salmonella mantenute
a –25,5 °C fino a 270 giorni è riportato nella tabella 16.5; sebbene durante tale periodo si
verifichi per la maggior parte delle specie una significativa riduzione del numero di cellule
vitali, in nessun caso si osserva la morte di tutte le cellule.

Dal punto di vista della conservazione degli alimenti, il congelamento non dovrebbe esse-
re considerato un mezzo per distruggere i microrganismi di origine alimentare. I tipi di
microrganismi che perdono la propria vitalità in questo stato differiscono da ceppo a ceppo
e dipendono dal metodo di congelamento impiegato, dalla natura e dalla composizione del-
l’alimento, dalla durata della conservazione dell’alimento congelato e da altri fattori, tra i
quali la temperatura di conservazione. Basse temperature di mantenimento, intorno a
– 20 °C, sono meno dannose per i microrganismi di valori intermedi, come –10 °C. Per esem-
pio, a –4 °C vengono distrutti più microrganismi che a temperature pari o inferiori a –15 °C;
temperature inferiori a –24 °C non sembrano avere effetti addizionali. È stato osservato che
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alcuni ingredienti e costituenti degli alimenti – come albume, saccarosio, sciroppo di mais,
derivati del pesce, glicerolo ed estratti di carne non denaturati – aumentano la vitalità micro-
bica durante il congelamento, specialmente dei batteri patogeni, mentre condizioni acide
hanno l’effetto opposto21. Di seguito sono riportati alcuni dei fenomeni che hanno luogo
durante il congelamento delle cellule microbiche.

1. L’acqua che congela è la cosiddetta acqua libera. Durante il congelamento, l’acqua libera
forma cristalli di ghiaccio. La crescita dei cristalli di ghiaccio avviene per accrescimento
di piccoli nuclei, così che tutta l’acqua libera di una cellula microbica può trasformarsi in
un numero relativamente piccolo di cristalli di ghiaccio. Nel congelamento lento i cristal-
li si formano all’esterno della cellula, in quello rapido all’interno. L’acqua legata non con-
gela. Il congelamento sottrae alle cellule l’acqua liquida disponibile, disidratandole.

2. Il congelamento determina un aumento della viscosità del materiale cellulare, come diret-
ta conseguenza della concentrazione dell’acqua in forma di cristalli di ghiaccio.

3. Il congelamento provoca una perdita di gas cellulari, quali O2 e CO2. Per le cellule aero-
bie la perdita di ossigeno comporta l’inibizione del metabolismo respiratorio. Inoltre, la
maggiore diffusione dell’ossigeno può comportare un aumento delle reazioni di ossidazio-
ne all’interno della cellula.

4. Il congelamento causa variazioni di pH nel materiale cellulare; diversi ricercatori hanno
riportato variazioni comprese tra 0,3 e 2,0 unità. Sono stati riportati aumenti e diminuzio-
ni di pH associati sia al congelamento sia allo scongelamento.

5. Il congelamento causa la concentrazione degli elettroliti cellulari; tale effetto è anche una
conseguenza della concentrazione dell’acqua in forma di cristalli di ghiaccio.

6. Il congelamento determina un’alterazione generale dello stato colloidale del protoplasma
cellulare. Nelle cellule vitali molti costituenti del protoplasma, come le proteine, esistono in
uno stato colloidale dinamico, per il quale è indispensabile un’adeguata quantità di acqua.

7. Il congelamento provoca un certo grado di denaturazione delle proteine cellulari. Non è ben
chiaro come ciò avvenga, ma è noto che durante il congelamento alcuni gruppi –SH scom-
paiono e alcune lipoproteine si separano. La riduzione del contenuto di acqua, con la con-
centrazione degli elettroliti, influisce certamente sullo stato fisico e chimico delle proteine.

8. Il congelamento induce in alcuni microrganismi uno shock termico; ciò vale più per i
microrganismi termofili e mesofili che per gli psicrofili. Quando la diminuzione della
temperatura durante il congelamento è rapida, muoiono più cellule.
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Tabella 16.5 Sopravvivenza a diversi giorni di colture pure di microrganismi enterici in chow
mein* con pollo a –25,5 °C

Conta batterica (×105/g) dopo diversi giorni (da 0 a 270)

0 2 5 9 14 28 50 92 270

Salmonella Newington 7,5 56,0 27,0 21,7 11,1 11,1 3,2 5,0 2,2

S. Typhimurium 167,0 245,0 134,0 118,0 11,0 95,5 31,0 90,0 34,0

S. Typhi 128,5 45,5 21,8 17,3 10,6 4,5 2,6 2,3 0,86

S. Gallinarum 68,5 87,0 45,0 36,5 29,0 17,9 14,9 8,3 4,8

S. Anatum 100,0 79,0 55,0 52,5 33,5 29,4 22,6 16,2 4,2

S. Paratyphi B 23,0 205,0 118,0 93,0 92,0 42,8 24,3 38,8 19,0

* Vermicelli cinesi fritti.
(Da Gunderson e Rose25, copyright © 1948 Institute of Food Technologists)



9. Ad alcune cellule microbiche, tra le quali specie di Pseudomonas, il congelamento causa
danni metabolici. In alcuni batteri vi è un aumento delle richieste nutrizionali dopo lo scon-
gelamento: fino al 40% della popolazione di una coltura può riportare tale alterazione.

È evidente che gli effetti del processo di congelamento su cellule vitali, quali batteri e altri
microrganismi, come pure sugli alimenti, sono complessi. Secondo Mazur 41 la risposta dei
microrganismi alle temperature inferiori a 0 °C sarebbe in gran parte determinata dalla con-
centrazione di soluti e dal congelamento intracellulare, sebbene ciò sia stato dimostrato chia-
ramente solo in alcuni casi.

Perché solo certi batteri, ma non tutte le cellule, vengono uccisi dal congelamento? A dif-
ferenza della maggior parte dei batteri, alcuni organismi piccoli e microscopici sono incapa-
ci di sopravvivere al congelamento; ne sono esempio il virus responsabile della malattia
piede-bocca (foot-and-mouth disease) e l’agente della trichinellosi (Trichinella spiralis). In
assenza di composti protettivi, i protozoi sono generalmente uccisi quando vengono conge-
lati a temperature inferiori a –5 o – 10 °C 41. 

16.6.1  Effetti dello scongelamento

Per la sopravvivenza dei microrganismi al congelamento ha grande importanza il processo di
scongelamento. Congelamenti e scongelamenti ripetuti possono distruggere i batteri per rot-
tura della membrana cellulare; inoltre, quanto più rapido è lo scongelamento, tanto maggio-
re è il numero di batteri che sopravvivono, anche se le ragioni di tale fenomeno non sono
ancora ben chiare. Dall’elenco riportato dei cambiamenti che avvengono durante il congela-
mento, risulta evidente che il processo di scongelamento diventa critico se porta al ripristi-
no dell’attività vitale. È stato osservato che lo scongelamento è intrinsecamente più lento del
congelamento e ha un andamento potenzialmente più dannoso. Tra i problemi associati allo
scongelamento di campioni e prodotti che scambiano energia termica sostanzialmente per
conduzione vi sono i seguenti18.

1. Lo scongelamento è intrinsecamente più lento del congelamento quando viene effettuato
con differenziali di temperatura comparabili.

2. Nella pratica, il massimo differenziale di temperatura applicabile durante lo scongelamen-
to è molto inferiore rispetto a quello utilizzato durante il congelamento. 

3. La combinazione tempo-temperatura caratteristica dello scongelamento è potenzialmente
più dannosa rispetto a quella del congelamento. Durante lo scongelamento, la temperatu-
ra aumenta rapidamente fino al punto di fusione e rimane praticamente costante durante
il lungo processo di scongelamento: ciò favorisce considerevolmente le reazioni chimi-
che, la ricristallizzazione e anche la crescita microbica, specie se lo scongelamento è
estremamente lento.

È stato appurato che i microrganismi muoiono più nel corso dello scongelamento, che
durante il congelamento. Secondo Luyet 39 il motivo per il quale alcuni microrganismi riesco-
no a sopravvivere al congelamento e altri no dipende dalla capacità di sopravvivere alla disi-
dratazione e di andare incontro a disidratazione quando il mezzo di coltura congela. Per
quanto riguarda la capacità di sopravvivere alla liofilizzazione, Luyet ha osservato che
potrebbe essere dovuta al fatto che i batteri non congelano ma semplicemente si disidratano
(per approfondimenti sull’effetto della liofilizzazione sui microrganismi, vedi il capitolo 18).
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È certo che il ciclo congelamento-scongelamento determina: 1) nucleazione del ghiaccio;
2) disidratazione; 3) danni di tipo ossidativo. È stato dimostrato che durante lo scongelamen-
to si ha un innesco di reazioni ossidative; la superossido dismutasi (SOD) fornisce un’im-
portante protezione contro gli effetti deleteri dell’ossidazione. In uno studio condotto su
Campylobacter coli è stato osservato che, durante il ciclo congelamento-scongelamento, si
formava la SOD ma non la catalasi62. La SOD svolge un ruolo importante anche per la resi-
stenza delle cellule di Campylobacter allo stress ossidativo che si verifica durante la loro
sopravvivenza negli alimenti, durante la colonizzazione intestinale del pollame e durante la
loro sopravvivenza nei macrofagi62. 

La maggior parte dei produttori di alimenti surgelati sconsiglia il ricongelamento degli
alimenti dopo lo scongelamento. Sebbene le ragioni siano legate soprattutto alla consisten-
za, al sapore e alla qualità nutrizionale del prodotto, l’aspetto microbiologico degli alimenti
scongelati non è di secondaria importanza. Alcuni ricercatori hanno osservato che i prodotti
scongelati si alterano più rapidamente degli stessi alimenti conservati allo stato fresco.
Durante il congelamento si verificano modificazioni strutturali che favoriscono la penetra-
zione dei microrganismi di superficie nelle parti più profonde dell’alimento, facilitando il
processo di alterazione. È noto che durante lo scongelamento sulla superficie del prodotto si
verifica la condensazione dell’acqua e si concentrano sostanze idrosolubili, come amminoa-
cidi, minerali, vitamine del gruppo B e probabilmente altri nutrienti. Il congelamento ha l’ef-
fetto di distruggere molti termofili e alcuni mesofili, determinando una minore competizio-
ne tra i microrganismi sopravvissuti dopo lo scongelamento; è ragionevole, pertanto, che in
presenza di un numero relativo maggiore di psicrotrofi negli alimenti scongelati vi sia un
aumento della velocità di alterazione. Per alcuni batteri psicrotrofi sono stati riportati valori
di Q10 superiori di 4,0 rispetto alle temperature di refrigerazione. Per esempio, per P. fragi è
stato riportato un Q10 di 4,3 a 0 °C; organismi di questo tipo possono raddoppiare la loro
velocità di crescita con un aumento di temperatura di soli 4 - 5 °C. In realtà, la possibilità che
gli alimenti scongelati si alterino con maggiore rapidità di quelli freschi dipende da numero-
si fattori, tra i quali il metodo di congelamento, il numero relativo e il tipo di microrganismi
presenti sul prodotto fresco e la temperatura alla quale il prodotto è mantenuto durante lo
scongelamento. Sebbene non siano noti effetti tossici associati al ricongelamento di alimen-
ti scongelati, il ricorso a tale procedura dovrebbe essere per quanto possibile evitato nell’in-
teresse della qualità nutrizionale complessiva dei prodotti.

Uno degli effetti del congelamento e dello scongelamento dei tessuti animali è rappresen-
tato dal rilascio di enzimi lisosomiali, che comprendono catepsine, nucleasi, fosfatasi e glu-
cosidasi. Una volta rilasciati, questi enzimi possono operare la degradazione delle macromo-
lecole, rendendo disponibili composti più semplici che sono più facilmente utilizzati dalla
microflora alterante.

16.7  Alcune caratteristiche dei microrganismi psicrotrofi e psicrofili

Aumento dei residui di acidi grassi insaturi
Di norma il contenuto lipidico della maggior parte dei batteri è compreso tra il 2 e il 5% e si
trova in gran parte, o esclusivamente, nella membrana cellulare. I grassi batterici sono esteri
del glicerolo di due tipi: lipidi neutri, nei quali uno, due o tutti e tre i gruppi –OH del glice-
rolo sono esterificati con acidi grassi a lunga catena, e fosfolipidi, nei quali uno dei gruppi
– OH è legato attraverso un legame fosfodiesterico a colina, etanolammina, glicerolo, inosito-
lo o serina; i rimanenti due gruppi – OH sono esterificati con acidi grassi a lunga catena58.
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Quando crescono a basse temperature, molti psicrotrofi sintetizzano lipidi neutri e fosfo-
lipidi contenenti proporzioni aumentate di acidi grassi insaturi. In specie di Candida meso-
file e psicrotrofe – lasciate crescere a 10 °C anziché a 25 °C – si è osservato un aumento
anche del 50% nel grado di insaturazione degli acidi grassi36; la composizione fosfolipidica
di questi lieviti rimaneva invariata. L’aumento degli acidi grassi insaturi in Candida utilis,
abbassando la temperatura di crescita da 30 a 5 °C, è riportato nella tabella 16.6; alle tempe-
rature più basse l’acido linolenico aumenta a spese dell’acido oleico.

È stato condotto uno studio comparativo su quattro specie di Vibrio, fatte crescere tra –5
e 15 °C, e su quattro specie di Pseudomonas, fatte crescere tra 0 e 25 o 27 °C. Abbassando
la temperatura da 15 a – 5 °C, sono state osservate variazioni significative nei fosfolipidi
totali dei vibrioni; l’abbassamento della temperatura nell’intervallo considerato per gli Pseu-
domonas non ha invece prodotto variazioni di rilievo6,7,27. Peraltro, nelle Pseudomonadaceae
l’aumento del grado di insaturazione dei lipidi, quando vengono abbassate le temperature di
crescita, non è da attendersi: infatti i ceppi psicrotrofi contengono dal 59 al 72% di lipidi
insaturi, risultando più versatili di molti altri microrganismi. A differenza della maggior parte
degli altri psicrotrofi, in risposta all’abbassamento della temperatura in Micrococcus cryo-
philus si verifica un accorciamento delle catene degli acidi grassi che ridurrebbe il punto di
fusione dei lipidi presenti nella sua membrana59. 

La grande diffusione delle variazioni, indotte dalle basse temperature, nella composizio-
ne degli acidi grassi suggerisce che esse sono associate ai meccanismi fisiologici della cel-
lula. È noto che un aumento del grado di insaturazione degli acidi grassi dei lipidi porta a
una riduzione del punto di fusione dei lipidi. È stato ipotizzato che l’aumento della sintesi di
acidi grassi insaturi alle basse temperature abbia la funzione di mantenere liquidi e mobili i
lipidi, preservando l’attività di membrana. Questo concetto, noto come teoria della solidifi-
cazione dei lipidi, è stato proposto per la prima volta da Gaughran20 e Allen3. Byrne e Chap-
man10 hanno dimostrato che il punto di fusione delle catene laterali di acidi grassi nei lipidi
è più importante dell’intera struttura lipidica.

Quando L. monocytogenes è stata coltivata a 12-13 °C, si sono osservate deviazioni signi-
ficative nelle percentuali degli acidi grassi di tipo i15:0 (i = iso) e a15:0 (a = anteiso), insie-
me a una probabile deviazione nella percentuale degli a17:0, che determinavano un cambia-
mento significativo del contenuto totale di acidi grassi a catena ramificata54. La membrana
citoplasmatica di L. monocytogenes coltivata a basse temperature contiene grandi quantità di
acidi grassi a corta catena, nei quali i punti di ramificazione si sono spostati dalla forma iso
alla forma anteiso 38.
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Tabella 16.6 Effetti della temperatura di incubazione sulla composizione in acidi grassi
di colture stazionarie di Candida utilis

Temperatura Concentrazione Composizione in acidi grassi *

di incubazione (°C) di cellule (mg/mL) 16:0 16:1 18:1 18:2 18:3

30 2,0 18,9 4,6 39,1 34,3 2,1
20 2,0 20,3 11,4 31,6 27,7 6,1
10 2,0 27,4 20,6 20,7 17,6 10,7

5 1,7 19,2 15,9 18,2 16,3 27,3

* I valori riportati sono espressi come percentuali rispetto alla quantità totale di acidi grassi. Gli acidi grassi sono
indicati con x:y; dove x è il numero degli atomi di carbonio e y è il numero dei doppi legami per molecola.

(Da McMurrough e Rose43 copyright © 1973 American Society for Microbiologists)



Gli psicrotrofi sintetizzano elevati livelli di polisaccaridi
Un esempio ben noto di tale effetto è la produzione di filamenti (rope) nel latte e nel pane,
favorita dalle basse temperature. La produzione di destrani extracellulari da parte di Leuco-
nostoc spp. e Pediococcus spp. è favorita da temperature inferiori a quelle ottimali per la loro
crescita. La maggiore produzione di destrani a temperature più basse sembra dovuta al fatto
che gli enzimi destransucrasi vengono inattivati molto rapidamente a temperature superiori
a 30 °C53. Un sistema termosensibile per la sintesi di enzimi destransucrasi è stato dimostra-
to anche in una specie di Lactobacillus12.

In pratica, l’aumento della sintesi di polisaccaridi alle basse temperature si manifesta nel
caratteristico aspetto delle carni alterate a basse temperature. La formazione di una patina
superficiale viscida è caratteristica dell’alterazione batterica di würstel, pollame fresco e
carne bovina macinata. La coalescenza delle colonie superficiali rende tali carni viscide e
contribuisce certamente all’aumento della capacità di idratazione che accompagna l’altera-
zione della carne a bassa temperatura. Questo materiale extrapolimerico svolge indubbia-
mente un ruolo nella formazione di biofilm (vedi capitolo 22).

È favorita la produzione di pigmenti
Questo effetto sembra limitato ai microrganismi che sintetizzano fenazina e carotenoidi.
L’esempio meglio documentato di tale fenomeno è la produzione di pigmento da parte di
Serratia marcescens; questo microrganismo produce un enzima abnormemente sensibile al
calore, che catalizza l’accoppiamento di un precursore monopirrolo a un bipirrolo a dare pro-
digiosina (il pigmento rosso)72. L’aumento della produzione di pigmenti a temperature sub-
ottimali è stata riportata anche da altri autori65,72. È interessante osservare che un numero ele-
vato di psicrotrofi marini (e forse anche psicrofili) – sia batteri sia lieviti – appaiono pigmen-
tati. D’altra parte, nessuno dei termofili più comunemente studiati è pigmentato.

Differente utilizzo del substrato da parte di alcuni ceppi
È stato riportato che la fermentazione degli zuccheri a temperature inferiori a 30 °C dà luogo
ad acidi e gas, mentre sopra i 30 °C vengono prodotti solo acidi23. Analogamente, altri ricer-
catori hanno riscontrato psicrotrofi che fermentano glucosio e altri zuccheri con formazione
di acidi e gas a temperature pari o inferiori a 20 °C, ma producono solo acidi a temperature
più elevate67. La sola produzione di acidi è stata atribuita a un sistema formico-deidrogena-
si sensibile alla temperatura. È stato dimostrato che i batteri responsabili dell’alterazione
della carne liquefano la gelatina e utilizzano le proteine idrosolubili della carne più veloce-
mente a 5 °C che a 30, ma non è chiaro se tale effetto sia dovuto agli enzimi termosensibili.

16.8  Effetto delle basse temperature sulla fisiologia dei microrganismi

Tra gli effetti che le basse temperature hanno sulla crescita e sull’attività dei microrganismi
di origine alimentare, quelli illustrati di seguito hanno ricevuto maggiore attenzione.

Gli psicrotrofi hanno un metabolismo più lento
Le ragioni precise per le quali le reazioni metaboliche sono rallentate alle basse temperatu-
re non sono ancora del tutto comprese. Con la riduzione della temperatura, la crescita degli
psicrotrofi diminuisce più lentamente di quella dei mesofili. Diversi ricercatori hanno dimo-
strato che i coefficienti di temperatura (Q10) per alcuni substrati, come acetato e glucosio,
sono più bassi per gli psicrotrofi in fase di crescita che per i mesofili. I prodotti finali del
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metabolismo del glucosio per i mesofili e gli psicrotrofi sono praticamente gli stessi: le dif-
ferenze scompaiono completamente quando vengono distrutte le cellule29. In altre parole, i
coefficienti di temperatura sono all’incirca gli stessi per psicrotrofi e mesofili quando ven-
gono utilizzati estratti cellulari.

È noto che con l’abbassamento della temperatura la velocità della sintesi delle proteine
diminuisce in assenza di variazioni nella quantità di DNA cellulare. Una ragione può essere
l’aumento dei legami idrogeno intramolecolari, che si verifica a basse temperature e com-
porta un aumento del ripiegamento nella struttura degli enzimi con perdita dell’attività cata-
litica37. D’altra parte, la diminuzione della sintesi proteica sembra essere correlata a una sin-
tesi ridotta di enzimi specifici a basse temperature di crescita. Sebbene il meccanismo pre-
ciso della riduzione della sintesi proteica non sia ancora del tutto conosciuto, è stato ipotiz-
zato che le basse temperature influenzino la sintesi di una proteina repressore40 e che tale
proteina sia termolabile64. Secondo diversi ricercatori, le basse temperature potrebbero
influenzare la fedeltà di traduzione dell’RNA messaggero (mRNA) durante la sintesi protei-
ca. Per esempio, in studi condotti su E. coli è stato dimostrato che un ceppo di questo meso-
filo auxotrofo per leucina, e fatto crescere in assenza dell’amminoacido, a 0 °C incorporava
nelle proteine leucina marcata22. È stato suggerito che a tale temperatura tutte le fasi essen-
ziali nella sintesi proteica avrebbero luogo e coinvolgerebbero una grande varietà di protei-
ne. Per questo microrganismo, a 0 °C la velocità della sintesi sarebbe circa 350 volte più
bassa di quella a 37 °C. È stato ipotizzato che, in generale, l’arresto della sintesi dell’RNA
potrebbe essere il fattore di controllo nel determinare la crescita a basse temperature26; inol-
tre è stato dimostrato che in E. coli lasciato crescere a temperature inferiori a quella ottima-
le la formazione di polisomi è assente. La formazione dei polisomi è dunque sensibile alle
basse temperature (almeno in alcuni organismi) e la sintesi proteica potrebbe essere influen-
zata negativamente.

Qualunque sia il meccanismo specifico della riduzione dell’attività metabolica dei micror-
ganismi al diminuire della temperatura di crescita, gli psicrotrofi che crescono a basse tem-
perature hanno dimostrato di possedere buona attività enzimatica, poiché a 0 °C si osserva-
no motilità, formazione e germinazione dell’endospora63. P. fragi, tra gli altri microrganismi,
produce lipasi entro 2-4 giorni a –7 °C, entro 7 giorni a –18 °C e entro 3 settimane a –29 °C 2.
La minima temperatura di crescita può essere determinata dalla struttura degli enzimi e della
membrana cellulare, come pure dalla sintesi degli enzimi63. L’assenza di produzione di enzi-
mi alle alte temperature da parte degli psicrotrofi, d’altra parte, sembra dovuta all’inattiva-
zione stessa delle reazioni di sintesi degli enzimi, piuttosto che all’inattivazione degli enzimi
coinvolti nelle reazioni63, sebbene quest’ultima circostanza possa verificarsi (vedi oltre).
Rispetto a specifici gruppi di enzimi, Pseudomonas fluorescens produce maggiori quantità di
enzimi proteolitici endocellulari se fatta crescere a 10 °C piuttosto che a 20 o a 35 °C 56; è
stato dimostrato che P. fragi produce preferenzialmente lipasi alle basse temperature, ma non
produce enzimi a temperature pari o superiori a 30 °C 51,52. È stato osservato che P. fluore-
scens produce la stessa quantità di lipasi sia a 5 sia a 20 °C, ma ne produce solo una piccola
quantità a 30 °C1. D’altra parte, un sistema enzimatico proteolitico di P. fluorescens presen-
tava maggiore attività su albume ed emoglobina a 25 °C piuttosto che a 15 e a 5 °C 28. 

È stato ipotizzato che nelle cellule microbiche, indipendentemente dalla temperatura alla
quale sono cresciute, vi siano elementi preformati con sensibilità termica selettiva35. I micror-
ganismi possono cessare di crescere a determinate basse temperature per eccessiva sensibili-
tà di uno o più meccanismi di controllo, gli effettori dei quali non possono essere forniti nel
mezzo di crescita30. Secondo questi ultimi ricercatori, l’interazione tra le molecole effettrici e
le corrispondenti proteine allosteriche potrebbe essere fortemente correlata alla temperatura.
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Le membrane degli psicrotrofi trasportano soluti con maggiore efficienza
Diversi studi hanno dimostrato che abbassando la temperatura di crescita dei mesofili entro il
range adatto per gli psicrotrofi, si ha una riduzione dell’assorbimento dei soluti. Gli studi con-
dotti da Baxter e Gibbons4 indicano che la temperatura minima di crescita dei mesofili è deter-
minata dalla temperatura alla quale sono inattivate le permeasi implicate nel trasporto dei
soluti. Farrel e Rose16 hanno proposto tre meccanismi di base mediante i quali le basse tem-
perature potrebbero influenzare l’assorbimento dei soluti.

1. inattivazione di determinate permeasi come risultato di cambiamenti conformazionali
indotti dalle basse temperature e dimostrati in alcune proteine.

2. variazioni nell’architettura molecolare della membrana citoplasmatica che impediscono
l’azione della permeasi.

3. carenza di energia richiesta per il trasporto attivo dei soluti.

Sebbene il ridotto assorbimento di soluti alle basse temperature non abbia ancora una chia-
ra spiegazione, il secondo meccanismo proposto sembra il più probabile16.

In studi condotti su quattro vibrioni psicrofili il massimo assorbimento di glucosio e di
lattosio si verificava a 0 °C e diminuiva aumentando la temperatura a 15 °C, mentre con quat-
tro Pseudomonadaceae psicrotrofe il massimo di assorbimento di questi substrati si osserva-
va nel range 15-20 °C e diminuiva riducendo la temperatura a 0 °C 27. I vibrioni mostravano
variazioni significative nel contenuto totale di fosfolipidi a 0 °C, mentre non si osservavano
variazioni di rilievo per le Pseudomonadaceae quando veniva abbassata la loro temperatura
di crescita. In studi condotti su Listeria monocytogenes a 10 °C, il metabolismo alle basse
temperature è stato associato a un sistema di trasporto dello zucchero resistente al freddo, in
grado di assicurare elevate concentrazioni intracellulari del substrato71. Questi ricercatori
hanno osservato che un sistema di trasporto per lo zucchero resistente al freddo è il tratto più
facilmente identificabile come caratteristica specifica degli psicrotrofi; ciò non vale solo per
Listeria monocytogenes, ma anche per Erysipelothrix rhusiopathiae e Brochothrix thermo-
sphacta70. È stato suggerito che la temperatura minima di crescita di un microrganismo può
essere definita dall’inibizione dell’assorbimento di substrato.

Come osservato in precedenza, gli psicrotrofi tendono a possedere nella loro membrana
lipidi che la rendono più fluida. La maggiore mobilità della membrana degli psicrotrofi
dovrebbe facilitare il trasporto di membrana alle basse temperature. Inoltre le permeasi di
trasporto degli psicrotrofi, rispetto a quelle dei mesofili, sembrano più efficaci in tali condi-
zioni. Qualunque sia lo specifico meccanismo dell’aumentato trasporto di membrana, è stato
dimostrato che gli psicrotrofi sono più efficienti dei mesofili nell’assorbimento dei soluti alle
basse temperature. Baxter e Gibbons4 hanno dimostrato che una specie di Candida psicrotro-
fa incorporava glucosammina più rapidamente di una specie di Candida mesofila. A 0 °C la
specie psicrotrofa trasportava glucosammina, mentre a tale temperatura, e anche a 10 °C, la
specie mesofila ne trasportava una quantità trascurabile.

In alcuni microrganismi – coltivati prima a 35-37 °C e poi a temperature prossime al loro
valore minimo di crescita – è stata dimostrata la formazione di proteine sensibili al freddo
(CsPs, cold-shock proteins). Le CsPs, note come RNA-chaperon, sono proteine che legano
l’RNA e mediano la trascrizione e la stabilità del messaggio genetico; hanno una dimensio-
ne tipica di 7 kDa e sono ritrovate nella maggior parte dei batteri. In Listeria monocytoge-
nes, lasciata crescere a 37 °C e successivamente posta a 5 °C, sono state individuate 12 diver-
se CsPs , con un peso molecolare variabile da 14.000 a 48.0005. In un altro studio, condotto
in condizioni analoghe, sono state individuate 32 CsPs, 4 delle quali sono state indicate come
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proteine di acclimatamento al freddo (Caps38). Le proteine Cap risultano da un aumento della
sintesi durante la crescita bilanciata a basse temperature. 

L’adattamento di L. monocytogenes alle basse temperature portava alla produzione di
CsPs, che si verificava anche dopo trattamento ad alte pressioni (HHP) per 10 minuti a 200
MPa a 30 °C. Una diminuzione della temperatura da 37 a 10 °C determinava un aumento di
10 volte della produzione di CsP1 e di 3,5 volte della produzione di CsP3 68. Gli aumenti di
CsPs osservati dopo trattamento HHP erano più contenuti di quelli osservati dopo shock da
freddo; tuttavia, il livello di sopravvivenza delle cellule esposte a shock da freddo per tratta-
mento HHP era 100 volte maggiore di quello delle cellule cresciute a 37 °C. In uno studio lo
shock da freddo determinava un incremento della sensibilità termica in 9 ceppi di L. mono-
cytogenes46. I valori di riduzione decimale D60 erano ridotti del 13-37% rispetto ai controlli,
con effetti maggiori nelle cellule che dopo lo stress da freddo si trovavano in fase staziona-
ria piuttosto che in fase di adattamento (lag) o di sviluppo esponenziale (log)46. 

Da uno studio sull’espressione genica in L. monocytogenes, è emerso che l’adattamento alla
crescita a 10 °C probabilmente coinvolge carenza di amminoacidi, stress ossidativi, sintesi di
proteine aberranti, rimodellamento della superficie cellulare, alterazioni nel metabolismo
degradativo e induzione di risposte di regolazione globale38. Quando E. coli è stata trasferita da
un terreno a 37 °C a uno a 5 °C si formavano 12 CsPs diverse. Aumenti nella produzione di
CsPs e di CaPs, dopo abbassamento della temperatura di crescita, sono stati dimostrati in Vibrio
sp., Pseudomonas fluorescens, Lactobacillus lactis, Bacillus subtilis e Vibrio vulnificus 5.

Uno studio ha confrontato la risposta allo shock da freddo di due ceppi di E. coli O157:H7
con quella di due ceppi non patogeni. Le colture sono state prima esposte a 10 °C oppure a
20 °C e quindi congelate a –18 °C fino a 24 ore in quattro substrati diversi. Nei ceppi pato-
geni congelati in BHIA (agar a base di infuso cuore-cervello) e in succo di mela si è osser-
vato un aumento della capacità di sopravvivenza del 25-35%; nelle stesse condizioni, nei
ceppi non patogeni l’aumento è stato solo del 5% 24. Il congelamento in yogurt o in carne
bovina macinata non ha mostrato lo stesso effetto. Se la criotolleranza sia una caratteristi-
ca dei ceppi patogeni di E. coli non è ancora chiaro. In uno studio sullo shock da freddo in
E. coli O157:H7 in differenti substrati sono stati riscontrati aumenti della capacità di soprav-
vivenza in latte, uova intere o salsicce, ma non in carne bovina o suina8. La crescita del
microrganismo in trypticase soy broth a pH 5,0 sembrava negare l’effetto protettivo dello
shock da freddo. L’effetto protettivo dello shock da freddo sembrava associato con la com-
parsa di una nuova proteina.

Alcuni psicrotrofi producono cellule più grandi
Lieviti, muffe e batteri producono cellule di dimensioni maggiori in condizioni di crescita
psicrotrofe anziché mesofile. Per Candida utilis l’incremento delle dimensioni cellulari è
stato attribuito all’aumento del contenuto di RNA e proteine58. Anche altri autori hanno
riscontrato una sintesi maggiore di RNA a bassa temperatura. Un gruppo di ricercatori non
ha invece osservato alcuna differenza nel contenuto di RNA di cellule del ceppo 92 di Pseu-
domonas lasciate crescere a 2 °C piuttosto che a 30 °C, ma nelle stesse condizioni; nello stes-
so studio non è stato riscontrato aumento di dimensioni cellulari, contenuto proteico o atti-
vità della catalasi19. D’altra parte, generalmente si ritiene che gli psicrotrofi possiedano livel-
li maggiori sia di RNA sia di proteine27.

La sintesi dei flagelli è più efficiente
Tra i microrganismi che, a basse temperature, producono più efficientemente flagelli vi sono
E. coli, Bacillus inconstans e Salmonella Paratyphi B, oltre che alcuni psicrofili.
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Gli psicrotrofi sono influenzati positivamente dall’aerazione
L’effetto dell’aerazione sul tempo di generazione di P. fluorescens a temperature comprese
tra 4 e 32 °C, impiegando tre differenti fonti di carbonio, è riassunto nella tabella 16.7. L’ef-
fetto maggiore dell’aerazione (shaking) si verificava a 4 e a 10 °C, mentre a 32 °C le coltu-
re aerate presentavano un tempo di generazione più lungo55. Il significato di tale effetto non
è chiaro. In uno studio condotto su psicrotrofi anaerobi facoltativi, in condizioni anaerobiche
i microrganismi crescevano più lentamente, sopravvivevano più a lungo, morivano rapida-
mente a temperature più elevate e avevano una resa massima (in termini di concentrazione
cellulare) più bassa66. Per molti alimenti è comune riscontrare valori di conta in piastra più
elevati incubando a basse temperature piuttosto che a 30 °C o più. Le conte generalmente più
elevate sono dovute in parte all’aumento della solubilità, e quindi della disponibilità, di ossi-
geno61. È stato osservato che – quando l’ossigeno non è un fattore limitante – la produzione
di cellule può essere ugualmente elevata sia con basse sia con alte temperature di incubazio-
ne61. La maggiore disponibilità di ossigeno negli alimenti refrigerati ha indubbiamente un
effetto selettivo sulla microflora alterante di tali alimenti. I batteri psicrotrofi studiati sono
in grande maggioranza aerobi o anaerobi facoltativi associati all’alterazione di alimenti con-
servati a temperature di refrigerazione. Relativamente pochi psicrotrofi anaerobi sono stati
isolati e studiati; tra questi, uno dei primi è stato Clostridium putrefaciens 42.

Alcuni psicrotrofi mostrano un’aumentata richiesta di nutrienti organici
In uno studio, il tempo di generazione di isolati batterici acquatici non identificati è risultato
due o tre volte più lungo in mezzi di crescita poveri piuttosto che in mezzi ricchi di nutrienti69. 

16.9  Natura della bassa resistenza al calore di psicrotrofi e psicrofili

È noto da anni che i microrganismi psicrotrofi sono generalmente incapaci di crescere a tem-
perature molto superiori a 30-45 °C. Tra i primi a proporre una spiegazione di tale fenome-
no sono stati Edwards e Rettger14, secondo i quali le temperature massime di crescita dei bat-
teri possono presentare una precisa correlazione con le temperature minime di inattivazione
degli enzimi respiratori. Tale ipotesi è stata confermata dai risultati ottenuti da numerosi
ricercatori. È stato dimostrato che molti enzimi respiratori sono inattivati alle temperature
massime di crescita di diversi microrganismi psicrotrofi (tabella 16.8). Pertanto, negli psi-
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Tabella 16.7 Effetto di temperatura di crescita, fonte di carbonio e aerazione sul tempo
di generazione (ore) di Pseudomonas fluorescens

Temperatura di crescita

Terreno di crescita* Coltura 4 °C 10 °C 15 °C 20 °C 25 °C 32 °C

Glucosio Stazionaria 8,20 3,52 2,02 1,47 0,97 1,19
Aerata 5,54 2,61 2,00 1,46 0,93 1,51

Citrato Stazionaria 8,20 3,46 2,00 1,43 1,01 1,24
Aerata 6,68 2,95 2,02 1,26 0,98 1,45

Amminoacidi Stazionaria 7,55 3,06 1,78 1,36 1,12 0,95
derivati dalla caseina Aerata 4,17 2,57 1,56 1,12 0,87 1,10

* Miscela di sali di base + 0,02% di estratto di lievito + la fonte di carbonio indicata.
(Da Olsen e Jezeski 55)



crotrofi la sensibilità termica di alcuni enzimi è almeno uno dei fattori che ne limita la cre-
scita alle basse temperature.

Esponendo alcuni psicrotrofi a temperature superiori a quella massima per la loro cresci-
ta, la morte delle cellule era accompagnata dal rilascio di diversi costituenti cellulari, tra i
quali proteine, DNA, RNA, amminoacidi liberi e fosfolipidi (questi ultimi farebbero parte
della membrana citoplasmatica). Le ragioni precise del rilascio di costituenti cellulari non
sono ancora del tutto chiare, sembra comunque coinvolta la rottura della membrana cellula-
re. Questi eventi sembrano fare seguito all’inattivazione enzimatica.

Qualunque sia il reale meccanismo della morte degli psicrotrofi a temperature di poco
superiori a quella massima di crescita, la distruzione a temperature relativamente basse è una
caratteristica di questo gruppo di microrganismi; ciò vale, in particolare, per le specie con un
optimum di crescita non superiore a 20 °C. Dai risultati degli studi condotti negli ultimi
decenni su isolati di psicrotrofi emerge che tutti sono in grado di crescere a 0 °C, con valori
ottimali di 15 °C o compresi tra 20 e 25 °C e valori massimi tra 20 e 35 °C. Questi micror-
ganismi includono bastoncini Gram-negativi, bastoncini aerobi e anaerobi Gram-positivi,
sporigeni e non sporigeni, cocchi Gram-positivi, vibrioni e lieviti. Morita e Albright 48 hanno
dimostrato che Vibrio fischeri (marinus) ha un optimum di crescita a 15 °C, con un tempo di
generazione di 80,7 minuti. In quasi tutti i casi, la temperatura massima di crescita di questi
microrganismi supera di soli 5-10 °C quella ottimale.

Alquanto sorprendentemente, le proteinasi di molti batteri isolati in latte crudo sono resi-
stenti al calore; ciò vale per le Pseudomonadaceae e gli sporigeni. La tipica Pseudomonada-
cea psicrotrofa del latte crudo produce una metalloproteinasi termostabile, con un peso mole-
colare compreso tra 40 e 50 kDa, e ha un valore di D a 70 °C non inferiore a 118 minuti15.
Le spore di alcuni bacilli psicrotrofi hanno valori di D a 90 °C pari a 5-6 minuti44.
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Tabella 16.8 Alcuni enzimi termolabili di microrganismi psicrotrofi

Temperatura Temperatura
di crescita di inattivazione

Enzima Microrganismo massima (°C) dell’enzima (°C)

Lipasi extracellulare* P. fragi 30 –
Enzimi sintetizzanti Cryptococcus ~28 30
l'α-ossoglutarato e altri enzimi
Alcol deidrogenasi Candida sp. <30 –
Acido formico liasi Psicrofilo ceppo 82 35 45
Idrogenasi Psicrofilo ceppo 82 35 >20
Malico deidrogenasi Vibrio marino 30 30
Piruvato deidrogenasi Candida sp. ~20 25
Isocitrato deidrogenasi Arthrobacter sp. ~35 37
Enzimi fermentativi Candida sp. P16 ~25 35
Ossidasi del NAD ridotto Psicrofilo 82 35 46
Citocromo c reduttasi Psicrofilo 82 35 46
Lattico e glicerolo deidrogenasi Psicrofilo 82 35 46
Enzimi catabolici del piruvato Psicrofilo 82 35 46
Enzimi sintetizzanti Micrococcus cryophilus 25 30
proteine e RNA

* Sistema di sintesi enzimatica inattivato.
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L’impiego delle alte temperature per la conservazione degli alimenti è basato sui loro effet-
ti distruttivi sui microrganismi. Per alte temperature si intendono tutte le temperature supe-
riori a quella ambiente. Ai fini della conservazione degli alimenti, le categorie di temperatu-
ra di uso comune sono quelle di pastorizzazione e di sterilizzazione. La pastorizzazione
mediante calore implica la distruzione di tutti i microrganismi patogeni (come nella pasto-
rizzazione del latte) oppure la distruzione, o la riduzione del numero, dei microrganismi alte-
ranti (come nella pastorizzazione dell’aceto). La pastorizzazione del latte è conseguita
impiegando una delle seguenti combinazioni tempo-temperatura:

– 63 °C (145 °F) per 30 minuti (bassa temperatura, lungo tempo di esposizione: LTLT, low
temperature, long time);

– 72 °C (161 °F) per 15 secondi (alta temperatura, breve tempo di esposizione: HTST, high
temperature, short time);

– 89 °C (191 °F) per 1,0 secondi;
– 90 °C (194 °F) per 0,5 secondi;
– 94 °C (201 °F) per 0,1 secondi;
– 100 °C (212 °F) per 0,01 secondi.

Questi trattamenti termici hanno effetto equivalente e sono sufficienti per distruggere la mag-
gior parte dei microrganismi patogeni termoresistenti non sporigeni, inclusi Mycobacterium
tuberculosis e Coxiella burnetii. In uno studio, cellule di M. avium subsp. paratuberculosis
sono state aggiunte in concentrazione variabile da 40 a 100.000 ufc/ml a latte crudo, succes-
sivamente sottoposto a trattamento termico LTLT o HTST: dopo incubazione per 4 mesi su
mezzi di coltura adatti non sono stati rilevati microrganismi vitali 26.

Le temperature utilizzate per la pastorizzazione del latte sono sufficienti per distruggere
anche tutti i lieviti, le muffe, i batteri Gram-negativi e molti Gram-positivi. I microrganismi
che sopravvivono alla pastorizzazione del latte appartengono al gruppo dei termodurici o a
quello dei termofili. I microrganismi termodurici sono quelli in grado di sopravvivere
all’esposizione a temperature relativamente elevate, ma che non necessariamente crescono a
tali temperature. I microrganismi non sporigeni che sopravvivono alla pastorizzazione del
latte generalmente appartengono ai generi Streptococcus e Lactobacillus, e talvolta ad altri
generi. I microrganismi termofili non solo sopravvivono a temperature relativamente eleva-
te, ma richiedono alte temperature per la crescita e le attività metaboliche. I generi Bacillus,
Clostridium, Alicyclobacillus, Geobacillus e Thermoanaerobacter contengono le specie ter-
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mofile di maggiore importanza per gli alimenti (vedi oltre in questo capitolo). A livello indu-
striale, la pastorizzazione della birra (finalizzata alla distruzione della microflora alterante)
viene solitamente effettuata a 60 °C per 8-15 minuti.

Per sterilizzazione si intende la distruzione di tutti i microrganismi vitali, verificabile
mediante conta in piastra o altra tecnica di conteggio. Le conserve sono definite “commercial-
mente sterili” per indicare che nessun microrganismo vitale può essere rilevato mediante i
comuni metodi colturali o che il numero di sopravvissuti è così basso da non avere alcun signi-
ficato nelle condizioni di confezionamento e conservazione previste. Inoltre, i microrganismi
possono essere presenti nelle conserve, ma non essere in grado di crescervi a causa di valori ina-
deguati del pH, del potenziale di ossido riduzione (Eh) o della temperatura di conservazione. 

Il trattamento termico del latte e dei prodotti a base di latte può essere effettuato anche
con l’impiego di temperature ultra elevate (UHT, ultra-high temperature); essendo un pro-
dotto a se stante, il latte così trattato deve essere distinto da quello pastorizzato. Tra le prin-
cipali caratteristiche del trattamento UHT vi sono la continuità del processo, la necessità di
confezionamento e lavorazione in condizioni asettiche a valle dello sterilizzatore (poiché
viene effettuato sul prodotto allo stato sfuso, prima del confezionamento) e l’impiego di tem-
perature molto elevate (140-150 °C), combinate con tempi di esposizione molto brevi (pochi
secondi), necessarie per ottenere la sterilità commerciale24. Il latte UHT è maggiormente
accettato dai consumatori rispetto a quello ottenuto mediante pastorizzazione convenziona-
le; inoltre, grazie alla sterilità commerciale può essere conservato a temperatura ambiente
fino a 8 settimane, senza modificazioni del sapore.

17.1  Fattori che influenzano la resistenza termica dei microrganismi

Lo stesso numero di batteri in soluzione fisiologica o brodo nutriente, allo stesso pH, non è
distrutto dal calore con la stessa facilità. Di seguito sono illustrati 12 fattori o parametri, relati-
vi ai microrganismi e al loro ambiente, studiati per gli effetti sulla distruzione mediante calore22.

17.1.1  Acqua

La resistenza termica dei microrganismi aumenta al diminuire dell’umidità ambientale o del-
l’attività dell’acqua (aw); tale fenomeno è illustrato nella tabella 17.1 per le spore di Bacillus
cereus. Per esempio, quando il valore di aw è 1,00 e il pH è 6,5, il tempo di riduzione deci-
male a 95 °C (D95°C) risulta pari a 2,386 minuti (tempo di esposizione a 95 °C necessario per
conseguire una riduzione decimale del numero iniziale di cellule vitali), mentre quando aw è
uguale a 0,86, D95°C è pari a 13,842 minuti18. 

Cellule microbiche disidratate, poste in provette e riscaldate a bagnomaria sono conside-
revolmente più resistenti di cellule umide dello stesso tipo. Poiché è appurato che la denatu-
razione delle proteine avviene a velocità maggiore quando sono riscaldate in acqua piuttosto
che in aria, è stato suggerito che tale denaturazione – o comunque un fenomeno a essa stret-
tamente associato – sia alla base della morte dei microrganismi per effetto del calore (vedi
oltre in questo capitolo). Il modo preciso mediante il quale l’acqua facilita la denaturazione
termica delle proteine non è completamente chiaro, ma è stato osservato che il riscaldamen-
to di proteine umide causa la formazione di gruppi –SH liberi, con conseguente aumento
della capacità delle proteine di legare acqua. La presenza di acqua favorisce la rottura termi-
ca dei legami peptidici; in assenza di acqua, tale processo richiede più energia, con conse-
guente maggiore refrattarietà al calore.
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17.1.2  Grassi

In presenza di grassi, si osserva un generale incremento della resistenza termica di alcuni
microrganismi (tabella 17.2); si ritiene che tale effetto protettivo da parte dei grassi aumen-
ti la resistenza termica influenzando direttamente l’umidità della cellula. L’effetto protettivo
nei confronti del calore esercitato dagli acidi grassi a lunga catena sulle cellule di Clostri-
dium botulinum è stato dimostrato da Sugiyama56. Sembra che gli acidi grassi a lunga cate-
na abbiano un effetto protettivo maggiore rispetto agli acidi grassi a corta catena. 

17.1.3  Sali

L’effetto dei sali sulla resistenza al calore dei microrganismi è variabile e dipende dal tipo
di composto, dalla concentrazione impiegata e da altri fattori. Alcuni sali svolgono un’azio-
ne protettiva nei confronti dei microrganismi; altri, invece, tendono a rendere le cellule più
sensibili al calore. È stato suggerito che alcuni sali possano diminuire l’attività dell’acqua e
aumentare, quindi, la resistenza termica con un meccanismo analogo a quello della disidra-
tazione, mentre altri (come Ca2+ e Mg2+) possano aumentare l’attività dell’acqua e, conse-
guentemente, aumentare la sensibilità al calore. È stato dimostrato che la supplementazione
del terreno di sporulazione di Bacillus megaterium con CaCl2 determina la produzione di
spore più resistenti al calore, mentre l’aggiunta di L-glutammato, L-prolina o fosfato dimi-
nuisce la resistenza al calore31.
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Tabella 17.1 Influenza di temperatura, aw e pH sui valori di D per le spore di Bacillus cereus

D (minuti)

°C aw pH 6,5 pH 5,5 pH 4,5

95 1,00 2,386 1,040 0,511

95 0,95 5,010 2,848 1,409

95 0,86 13,842 14,513 7,776

85 1,00 63,398 13,085 5,042

85 0,86 68,909 91,540 33,910

(Modificata, con autorizzazione, da Gaillard et al18. Model for combined effects of temperature, pH
and water activity on thermal inactivation of Bacillus cereus spores, Journal of Food Science 63: 887-
889, copyright © 1998 Institute of Food Technologists)

Tabella 17.2 Effetto del terreno di crescita sul punto
di morte termica* di Escherichia coli

Mezzo Punto di morte termica (°C)

Panna 73
Latte intero 69
Latte scremato 65
Siero di latte 63
Brodo 61

* Tempo di riscaldamento 10 minuti.
(Da Carpenter12, con autorizzazione di Saunders, Philadelphia)



L’effetto di NaCl e di sodio pirofosfato (SPP) sui valori di D a 60 °C di cellule starved di
L. monocytogenes è illustrato nella tabella 17.3: con il 6% di NaCl il valore di D è significa-
tivamente più alto (3,50 minuti) rispetto a quello riscontrato nel controllo privo di NaCl
(1,18 minuti)32. In un altro studio condotto su L. monocytogenes il valore di D a 60 °C nei
funghi era pari a 1,6 per le cellule starved e a 0,7 per quelle non starved 35.

17.1.4  Carboidrati

La presenza di zuccheri nel mezzo causa un aumento della resistenza termica dei microrga-
nismi in esso sospesi. Tale effetto è almeno in parte dovuto alla diminuzione dell’attività del-
l’acqua causata da elevate concentrazioni di zuccheri. Vi è, tuttavia, una grande variazione
tra zuccheri e alcoli in relazione al loro effetto sulla resistenza al calore, come si può osser-
vare dai valori di D per Salmonella Senftenberg 775W riportati nella tabella 17.4. A parità di
valori di aw , ottenuti utilizzando glicerolo e saccarosio, vi erano ampie differenze nella sen-
sibilità al calore3,21. Corry13 ha osservato che il saccarosio aumentava la resistenza termica di
S. Senftenberg più degli altri quattro carboidrati testati, secondo l’ordine: saccarosio > glu-
cosio > sorbitolo > fruttosio > glicerolo.

17.1.5  pH

Al pH ottimale per la propria crescita – generalmente intorno a 7,0 – i microrganismi sono
più resistenti al calore; abbassando o aumentando il pH rispetto al valore ottimale, si verifi-
ca un aumento della sensibilità termica (figura 17.1 e tabella 17.1). Da tale fenomeno deriva
un vantaggio nei trattamenti termici di alimenti a elevata acidità, per i quali si ottiene la ste-
rilità commerciale con una quantità di calore considerevolmente inferiore rispetto a quella
necessaria per gli alimenti con pH prossimo alla neutralità. L’albume d’uovo costituisce un
esempio di alimento alcalino che viene neutralizzato prima della pastorizzazione termica,
una pratica non effettuata per altri alimenti. Quando l’albume, il cui pH è prossimo a 9,0,
viene riscaldato a 60-62 °C per 3,5-4 minuti, si verifica la coagulazione delle proteine insie-
me a un marcato aumento della viscosità; tali variazioni influenzano il volume e la consisten-
za delle torte preparate con albume pastorizzato. Cunningham e Lineweaver14 hanno osser-
vato che il bianco d’uovo può essere pastorizzato con la stessa procedura seguita per l’uovo
intero, se il pH viene preventivamente ridotto a circa 7,0; questa riduzione rende sia i micror-
ganismi sia le proteine dell’albume più stabili al calore. L’aggiunta di sali di ferro o di allu-
minio aumenta la stabilità della conalbumina – una proteina altamente termolabile dell’uovo
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Tabella 17.3 Valori di D a 60 °C per cellule starved di Listeria monocytogenes
in impasti di carne di maiale addizionati di NaCl e sodio pirofosfato (SPP),
singolarmente e in combinazione tra loro

%SPP %NaCl Valori di D (Deviazione standard)

0 0 1,18 (0,15)
0 3 1,56 (0,32)
0 6 3,50 (0,46)

0,5 0 1,46 (0,09)
0,5 3 1,80 (0,23)
0,5 6 3,07 (0,35)

(Dati da Lihono et al.32)



– a tal punto da consentire la pastorizzazione a 60-62 °C. A differenza di quanto si osserva
in altri materiali, i batteri sono più resistenti al calore nelle uova intere liquide a pH 5,4-5,6
piuttosto che a pH 8,0-8,5 (tabella 17.4), purché l’abbassamento del pH sia ottenuto utiliz-
zando un acido forte come HCl; quando si utilizzano acidi organici, come l’acetico o il lat-
tico, si osserva invece una riduzione della resistenza termica.

17.1.6  Proteine e altre sostanze

Le proteine presenti nel mezzo sottoposto a trattamento termico hanno un effetto protettivo
sui microrganismi. Di conseguenza, per ottenere lo stesso risultato finale, gli alimenti a ele-
vato contenuto proteico devono essere trattati più drasticamente di quelli con basso tenore di
proteine. A parità di numero iniziale di microrganismi, anche la presenza nel mezzo di par-
ticelle di dimensioni colloidali offre protezione contro il calore. Per esempio, nelle stesse
condizioni di pH, numero iniziale di microrganismi eccetera, occorre un tempo di esposizio-
ne al calore maggiore per un purè di piselli che per un brodo nutritivo.

17.1.7  Numero di microrganismi

Quanto maggiore è il numero di microrganismi, tanto più elevato è il grado di resistenza al
calore (tabella 17.5). È stato suggerito che il meccanismo alla base di tale fenomeno sia lega-
to alla produzione da parte delle cellule di sostanze protettive, la cui esistenza sarebbe stata
dimostrata da alcuni ricercatori. Poiché è noto che le proteine offrono una certa protezione
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Figura 17.1 Effetto del pH sul valore di D di Enterococcus faecalis (C e G) esposti a 60 °C in tampone
citrato-fosfato (croci) e in tampone fosfato (cerchi) a diversi valori di pH. (Da White 61)
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Tabella 17.4 Valori di D riportati per Salmonella Senftenberg 775W

°C Valori di D (min) Condizioni

61 1,1 min Uovo liquido intero

61 1,19 min Tryptose broth

60 9,5 mina Uovo liquido intero, pH ~5,5

60 9,0 mina Uovo liquido intero, pH ~6,6

60 4,6 mina Uovo liquido intero, pH ~7,4

60 0,36 mina Uovo liquido intero, pH ~8,5

65,6 34–35,3 sec Latte

71,7 1,2 sec Latte

70 360–480 min Latte al cioccolato

55 4,8 min TSBb, fase log di crescita, 35 °C

55 12,5 min TSBb, fase log di crescita, 44 °C

55 14,6 min TSBb, fase stazionaria, 35 °C

55 42,0 min TSBb, fase stazionaria, 44 °C

57,2 13,5 mina aw 0,99 (4,9% glicerolo), pH 6,9

57,2 31,5 mina aw 0,90 (33,9% glicerolo), pH 6,9

57,2 14,5 mina aw 0,99 (15,4% saccarosio), pH 6,9

57,2 62,0 mina aw 0,90 (58,6% saccarosio), pH 6,9

60 0,2–6,5 minc HIBd, pH 7,4

60 2,5 min aw 0,90, HIB, glicerolo

60 75,2 min aw 0,90, HIB, saccarosio

65 0,29 min tampone fosfato 0,1 M, pH 6,5

65 0,8 min 30% saccarosio

65 43,0 min 70% saccarosio

65 2,0 min 30% glucosio

65 17,0 70% glucosio

65 0,95 min 30% glicerolo

65 0,70 min 70% glicerolo

55 35 min aw 0,997, tryptone soya agar, pH 7,2
a Valori medi. b Trypticase soy broth. c Totale di 76 colture. d Heart infusion broth.

Tabella 17.5 Effetto del numero di spore di Clostridium
botulinum sul tempo di morte termica a 100 °C

Tempo di morte
Numero di spore termica (minuti)

72.000.000.000 240
1.640.000.000 125
32.000.000 110
650.000 85
16.400 50
328 40

(Da Carpenter12, con autorizzazione di Saunders, Philadelphia)



nei confronti del calore, si può ipotizzare che in una coltura la natura proteica di molti com-
posti extracellulari sia in grado di fornire qualche effetto protettivo.

Per la maggiore resistenza al calore delle popolazioni microbiche numerose è, forse,
altrettanto importante la maggiore probabilità che siano presenti microrganismi con differen-
ti gradi di naturale resistenza termica.

17.1.8  Età dei microrganismi

Le cellule batteriche tendono a essere più resistenti al calore quando sono in fase di crescita
stazionaria (cellule vecchie) e meno resistenti durante la fase logaritmica; ciò vale, per esem-
pio, per S. Senftenberg (tabella 17.4), le cui cellule in fase stazionaria possono essere diverse
volte più resistenti di quelle in fase logaritmica42. È stato osservato che la resistenza termica
è elevata anche all’inizio della fase di adattamento (lag), ma diventa minima quando le cellu-
le entrano nella fase di sviluppo esponenziale. Le spore batteriche vecchie si sono dimostrate
più resistenti al calore di quelle giovani. Il meccanismo dell’aumentata resistenza al calore
delle cellule microbiche meno attive è indubbiamente complesso e non ancora ben compreso.

17.1.9  Temperatura di crescita

La resistenza termica dei microrganismi tende ad aumentare con la temperatura di incubazio-
ne; ciò vale specialmente per i batteri sporigeni. Sebbene il meccanismo preciso di tale effet-
to non sia chiaro, si può ipotizzare che con l’esposizione a temperature progressivamente più
elevate la selezione genetica favorisca la crescita dei ceppi più resistenti al calore. È stato
osservato che S. Senftenberg cresciuta a 44 °C era circa tre volte più resistente al calore delle
colture cresciute a 35 °C (tabella 17.4).

17.1.10  Composti inibitori

Nella maggior parte dei microrganismi si verifica una diminuzione della resistenza al calore
quando il riscaldamento viene eseguito in presenza di antibiotici termoresistenti, SO2 e altri
composti antimicrobici. L’impiego di calore in combinazione con antibiotici o con nitriti è
risultato più efficace nel controllo dell’alterazione di alcuni alimenti rispetto agli stessi trat-
tamenti effettuati non in combinazione. L’aggiunta di inibitori agli alimenti prima del tratta-
mento termico consente di ridurre la quantità di calore che sarebbe necessaria impiegando il
solo riscaldamento (vedi capitolo 13).

17.1.11  Tempo e temperatura

Ci si aspetterebbe un effetto distruttivo del calore tanto maggiore quanto più lungo è il tempo
di esposizione, ma troppo spesso vi sono eccezioni a questa regola di base. Una regola più
attendibile è che quanto più elevata è la temperatura, tanto maggiore è l’effetto distruttivo
del calore; ciò è illustrato in tabella 17.6 per le spore batteriche: all’aumentare della tempe-
ratura, diminuisce il tempo necessario per ottenere lo stesso effetto.

Queste regole presuppongono che gli effetti del riscaldamento siano immediati e non mec-
canicamente impediti o ostacolati. Sono anche importanti le dimensioni del contenitore e la
sua composizione (vetro, metallo, plastica). La pastorizzazione o la sterilizzazione richiedo-
no più tempo quando si impiegano contenitori di grandi dimensioni; lo stesso vale per i con-
tenitori con pareti con bassa conducibilità termica.
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17.1.12  Effetti degli ultrasuoni

L’esposizione di endospore batteriche a ultrasuoni subito prima o durante il riscaldamento
determina una riduzione della resistenza al calore delle spore (vedi il par. 19.4).

17.2  Resistenza termica relativa dei microrganismi

In generale, la resistenza termica dei microrganismi è correlata alla loro temperatura ottima-
le per la crescita. Gli psicrofili sono i più sensibili al calore, seguiti dai mesofili e dai termo-
fili. I batteri sporigeni sono più resistenti al calore dei non sporigeni e gli sporigeni termofi-
li sono, in generale, più resistenti degli sporigeni mesofili. I batteri Gram-positivi tendono a
essere più resistenti al calore dei Gram-negativi, con i cocchi generalmente più resistenti dei
bastoncini non sporigeni. Lieviti e muffe tendono a essere piuttosto sensibili al calore; le
ascospore dei lieviti sono solo leggermente più resistenti delle forme vegetative; le spore
asessuate delle muffe sono leggermente più resistenti dei miceli. Gli sclerozi sono i più ter-
moresistenti tra questi tipi e possono sopravvivere e causare problemi nelle conserve di frut-
ta. La resistenza termica relativa di alcuni batteri e funghi che alterano alimenti a elevata aci-
dità è riportata in tabella 17.7. All’interno del genere Alicyclobacillus, A. acidoterrestris è
una delle specie maggiormente resistenti trovata in alcuni prodotti a base di succo di frutta. 

17.2.1  Resistenza delle spore

L’estrema resistenza al calore delle endospore batteriche rappresenta un problema nella con-
servazione degli alimenti mediante calore. Nonostante diversi decenni di studio intenso, la
precisa ragione per la quale le spore batteriche sono così termoresistenti non è ancora del tutto
chiara. La resistenza delle spore è stata associata alla disidratazione del protoplasto, alla mine-
ralizzazione e all’adattamento termico. L’acido dipicolinico, presente solo nelle spore batteri-
che, è stato ritenuto responsabile della resistenza termica, specialmente nella forma comples-
sata con il calcio; tuttavia, è stato dimostrato che la resistenza termica è indipendente da tale
complesso, il cui ruolo specifico nel meccanismo di resistenza al calore non è ancora chiaro.
Nelle spore vi sono piccole proteine solubili negli acidi (SASP) del tipo α/β che, prevenendo
la depurinazione del DNA, contribuiscono alla resistenza termica. La resistenza al calore sem-
bra associata alla contrattilità della corteccia, che consente di ridurre il contenuto di acqua del
protoplasto o di mantenerlo allo stato disidratato. È stato dimostrato che la disidratazione dei
protoplasti e la riduzione del loro volume sono i principali responsabili della resistenza termi-
ca delle spore8, ma vi sono altri fattori che hanno un effetto addizionale41.
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Tabella 17.6 Effetto della temperatura sul tempo di morte termica (D) di spore microbiche

C. botulinum (60 miliardi Termofilo (150.000 spore
Temperatura di spore sospese in tampone a pH 7) per mL di succo di mais a pH 6,1)

100 °C 260 minuti 1.140 minuti
105 °C 120
110 °C 36 180
115 °C 12 60
120 °C 5 17

(Da Carpenter12, con autorizzazione di Saunders, Philadelphia)



Le endospore di una data specie cresciute alla massima temperatura sono più resistenti di
quelle cresciute a temperatura più basse62; sembra, infatti, che il contenuto di acqua del pro-
toplasto sia abbassato da questo adattamento termico, risultando in spore più resistenti al
calore7. La resistenza termica è influenzata estrinsecamente da variazioni del contenuto di
minerali. Sebbene tutti e tre i fattori citati contribuiscano alla resistenza termica delle spore,
la disidratazione sembra essere il più importante7. Per ulteriori approfondimenti sulle spore
batteriche relativamente alla microbiologia alimentare, si veda Setlow e Johnson49.

I generi conosciuti di batteri sporigeni eterotrofi sono elencati in tabella 17.8; alcuni di
essi non sono noti per l’importanza negli alimenti, ma poiché sono generalmente presenti
nell’ambiente è possibile che non siano stati identificati correttamente. Uno dei più interes-
santi è Anaerobacter polyendosporus, che produce fino a 5-7 spore/cellula51. L’effetto di
alcune sostanze chimiche sulle spore è discusso nel capitolo 13.

17.3  Distruzione termica dei microrganismi

Per comprendere meglio la distruzione termica dei microrganismi in relazione alla protezio-
ne e alla conservazione degli alimenti, è necessario chiarire alcuni fondamenti di questa tec-
nologia. Di seguito sono esaminati alcuni dei più importanti concetti, ma per un trattamento
più approfondito della termobatteriologia può essere consultata la monografia di Stumbo54. 

17.3.1  Tempo di morte termica

Il tempo di morte termica (TDT, thermal death time) è il tempo necessario per uccidere un
dato numero di microrganismi a una specifica temperatura. Con questo metodo, la tempera-
tura è mantenuta costante e viene determinato il tempo necessario per uccidere tutte le cel-
lule. Di minore importanza è il punto di morte termica, che equivale alla temperatura neces-
saria per uccidere un dato numero di microrganismi in un tempo prefissato, solitamente 10
minuti. Per determinare il valore di TDT sono stati proposti diversi metodi, che impiegano
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Tabella 17.7 Valori di D di alcuni microrganismi che alterano alimenti acidi e molto acidi

Microrganismo Substrato °C D (min) z Rif. bibl.

Neosartorya fischeri Tampone PO4, pH 7,0 85 35,25 4,0 45
Neosartorya fischeri Tampone PO4, pH 7,0 87 11,1 4,0 45
Neosartorya fischeri Tampone PO4, pH 7,0 89 3,90 4,0 45
Neosartorya fischeri Succo di mela 87,8 1,4 5,6 48
Neosartorya fischeri Farcitura ai mirtilli 91 <2,0 5,4-11* 10
Talaromyces flavus Farcitura ai mirtilli 91 2,5-5,4 9,7-16,6* 10
Talaromyces flavus Succo di mela 90,6 2,2 5,2 48
Alicyclobacillus Succo di bacche 91,1 3,8 – 37
Alicyclobacillus Succo di bacche 95 1,0 – 37
Alicyclobacillus Succo di bacche 87,8 11,0 – 37
Alicyclobacillus Succo d’uva (Concord, 30) 85,0 76,0 6,6 52
Alicyclobacillus Succo d’uva (Concord, 30) 90 18,0 6,6 52
Alicyclobacillus Succo d’uva (Concord, 30) 95 2,3 6,6 52

* Intervallo per tre differenti ceppi.



contenitori di materiali e dimensioni differenti. La procedura generale per determinare il
TDT mediante tali metodi consiste nel porre un numero noto di cellule o spore microbiche
in un numero sufficiente di contenitori sigillati per ottenere il numero desiderato di soprav-
vissuti per ciascun periodo test. I contenitori vengono quindi posti in un bagno a olio e riscal-
dati per il tempo richiesto; al termine del periodo di riscaldamento, i contenitori vengono
rimossi e raffreddati rapidamente in acqua fredda. I microrganismi vengono quindi trasferiti
in terreni di crescita adatti; in alternativa, se il microrganismo è già sospeso in un mezzo
adatto alla sua crescita, viene posto a incubare l’intero contenitore utilizzato per il trattamen-
to termico. Le sospensioni o i contenitori vengono incubati alla temperatura ottimale per la
crescita dello specifico microrganismo. La morte è definita come l’incapacità del microrga-
nismo di formare colonie visibili dopo un periodo prolungato di incubazione.
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Tabella 17.8 Presenza negli alimenti di alcuni generi di batteri eterotrofi sporigeni

Genere Gram Morfologia Presenza in alimenti

Aerobi
Alicyclobacillus + B Sì
Amphibacillus + B Sì
Aneurinibacillus + B ? 
Bacillus + B Sì
Brevibacillus + B Sì
Desulfotomaculum +* B Sì
Geobacillus + B Sì
Gracilibacillus + B ?
Halobacillus + B Sì
Paenibacillus + B Sì
Salibacillus + B ?
Serratia marcescens subsp. Sakuensis – B ?
Sporolactobacillus + B Sì
Sporosarcina + C ?
Virgibacillus + B ?
Thermoactinomycetes + B ?
Ureibacillus + B ?

Anaerobi
Anaerobacter + B ?
Caloramator + B ?
Clostridium + B Sì
Filifactor + B ?
Moorella + B Sì
Oxobacter + B ?
Oxolophagus + B ?
Sporohalobacter ? B ?
Syntrophospora ? B ?
Thermoanaerobacter + B Sì
Thermoanaerobacterium + B Sì

* Spesso riportati come Gram-negativi.

B = bastoncino; C= cocco; ? = sconosciuta.



17.3.2  Valore D

Si tratta del tempo di riduzione decimale o del tempo richiesto per distruggere il 90% dei
microrganismi. Tale valore corrisponde al numero di minuti richiesto per compiere un ciclo
logaritmico sulla curva di sopravvivenza (figura 17.2); matematicamente è uguale al recipro-
co della pendenza della curva di sopravvivenza ed è una misura della velocità di morte di un
microrganismo. Per confrontare diversi trattamenti termici, si utilizza come riferimento il
valore di D a 121 °C (250 °F), indicato con Dr. L’effetto del pH sul valore di D è mostrato in
tabella 17.9 per C. botulinum in diversi alimenti e in tabella 17.4 per S. Senftenberg 775W
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       Tempo Repliche Diluiz. Intervallo Media
    5  20 10 19-44 34
 10  10    1 53-82 65
 15   25    1    7-27 19
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 25 100    1  0-8 1,3

Figura 17.2 Curva di sopravvivenza di spore di un ceppo responsabile di flat sour (FS 7) trattate a 240 °F
(115,6 °C) in piselli in scatola a pH 6,2. (Da Gillespy20, per gentile concessione di Butterworths, London)

Tabella 17.9 Effetto del pH sul valore di D per spore di C. botulinum 62A
sospese in tre prodotti alimentari a 115 °C (240 °F)

Spaghetti al pomodoro Maccheroni Riso alla 
pH con formaggio alla creola spagnola

4,0 0,128 0,127 0,117
4,2 0,143 0,148 0,124
4,4 0,163 0,170 0,149
4,6 0,223 0,223 0,210
4,8 0,226 0,261 0,256
5,0 0,260 0,306 0,266
6,0 0,491 0,535 0,469
7,0 0,515 0,568 0,550

(Da Xezones e Hutchings65, copyright © 1965 Institute of Food Technologists)



in varie condizioni. Sono stati riportati valori di D a 65,5 °C (150 °F) di 0,20-2,20 minuti per
ceppi di S. aureus, di 0,5-0,60 minuti per Coxiella burnetii e di 0,2-0,30 minuti per Myco-
bacterium tuberculosis54. Per spore di ceppi di Bacillus licheniformis, in grado di elevare il
pH in derivati di pomodoro, è stato riportato un valore di D95°C di 5,1 minuti; mentre per B.
coagulans il valore di D95°C è risultato pari a 13,7 minuti39.

I valori di D di alcuni lieviti e muffe responsabili di alterazione della frutta sono elencati
insieme ai valori di D60°C in tabella 17.10, nella quale si può osservare che Saccharomyces
cerevisiae era la più resistente delle sette specie considerate50.

I valori di D70°C per Listeria innocua e per una miscela di sei sierotipi di Salmonella, deter-
minati in sei differenti prodotti a base di carne e pollame, sono elencati in tabella 17.1140.
Complessivamente, la resistenza termica delle salmonelle è risultata di poco superiore a
quella di L. innocua. Una rassegna ha esaminato i valori di D termico per Salmonella in
diversi prodotti alimentari, riscontrando i valori più elevati in albume e tuorlo liquidi16.

Impiegando un impianto pilota per la pastorizzazione e cinque ceppi di Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis è stato determinato un valore medio di D72 °C inferiore a 2,03
minuti46. Da questi risultati, si deduce che per uccidere più di 107 cellule di questo microrga-
nismi è sufficiente l’esposizione a 72 °C per 15 secondi.

17.3.3  Valore z

Il valore z si riferisce alla variazione di temperatura, espressa in gradi Fahrenheit (°F), neces-
saria affinché la curva di morte termica (TDT) attraversi un ciclo logaritmico. Matematica-
mente, tale valore equivale al reciproco della pendenza della curva TDT (figura 17.3). Men-
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Tabella 17.10 Valori di D (a 60 °C in tampone di acido citrico 0,1 M
e pH 4,0) per sette funghi responsabili di alterazioni della frutta

Microrganismo D

Penicillium citrinum 0,009
Torulaspora delbrueckii 0,018
Rhodotorula mucilaginosa 0,158
Zygosaccharomyces rouxii 0,008
Penicillium roquefortii 0,290
Aspergillus niger 0,449
Saccharomyces cerevisiae 2,80

(Da Shearer et al.50)

Tabella 17.11 Valori di D70 °C di una miscela di sei sierotipi * di Salmonella
enterica e di Listeria innocua, determinati in cinque prodotti alimentari

Campione di alimento Salmonella L. innocua

Hamburger di pollo 0,32 0,21
Cotolette di pollo 0,32 0,29
Würstel 0,39 0,36
Hamburger di manzo 0,25 0,29
Hamburger di manzo e tacchino 0,37 0,18

* S. California, Heidelberg, Mission, Montevideo, Senftenberg e Typhimurium.

(Da Murphy et al.40)



tre D riflette la resistenza di un microrganismo a una specifica temperatura, z fornisce infor-
mazioni sulla resistenza relativa di un microrganismo a differenti temperature distruttive e
consente, quindi, di calcolare i trattamenti termici con effetto equivalente. Per esempio, se
3,5 minuti a 60 °C (140 °F) è considerato un trattamento termico adeguato e il valore di z è
uguale a 8,0, allora 0,35 minuti a 64,4 °C (148 °F) oppure 35 minuti a 55,6 °C (132 °F) pos-
sono essere considerati trattamenti termici equivalenti.

La tabella 17.12 riporta i valori di D60 °C e z riscontrati per Pectinatus spp. (batteri che cau-
sano alterazione della birra): delle tre colture testate, P. frisingensis presenta i valori più ele-
vati per entrambi i parametri 59. Gli autori dello studio hanno osservato che le proprietà ter-
miche dei microrganismi testati differivano a seconda del ceppo e del mezzo di riscaldamen-
to impiegato. Per una miscela di otto ceppi di salmonelle i valori medi di D60°C – determina-
ti mediante regressione lineare – sono risultati 1,30 e 5,48 minuti in carne bovina (contenen-
te il 12,5% di grassi) e 5,70 minuti in pollo (contenente il 7% di grassi) 25. 

17.3.4  Valore F

Questo parametro, detto anche effetto sterilizzante, rappresenta il tempo equivalente, espres-
so in minuti, a 121,1 °C (250 °F), necessario affinché un trattamento termico distrugga un
particolare microrganismo sia in forma vegetativa sia sotto forma di spora. Il valore integra-
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Figura 17.3 Curva di morte termica. Spore di un
ceppo responsabile di flat sour (FS 7) sottopo-
ste a trattamento termico in piselli in scatola a
pH 6,2. (Da Gillespy20, per gentile concessione
di Butterworths Pubblishers, London)

Tabella 17.12 Valori di D e z di tre specie di Pectinatus,
determinati a 60 °C in mosto d’orzo fresco a pH 5,2

Microrganismo Valori D60 °C z (°C)

Pectinatus cerevisiiphilus 0,12 3,53
P. frisingensis 1,69 8,49
Pectinatus sp. 1,17 6,13

(Da Watier et al.59)



to di tale parametro rispetto al calore ricevuto in tutti i punti di un contenitore durante il pro-
cesso di riscaldamento è Fs o F0. Questo parametro rappresenta una misura della capacità di
un trattamento termico di ridurre il numero di spore o di cellule vegetative di un dato micror-
ganismo in ciascun contenitore. Quando si assume che il riscaldamento e il raffreddamento
attraverso il contenitore (contenente le spore, le cellule vegetative o l’alimento) siano istan-
tanei, F0 può essere calcolato come segue:

F0 = Dr (loga – logb)

dove a e b sono, rispettivamente, il numero di cellule microbiche nella popolazione iniziale
e in quella finale.

17.3.5  Curva di morte termica (TDT)

Per illustrare una curva di distruzione termica e il valore D, sono stati utilizzati i dati raccol-
ti da Gillespy20 relativi alla distruzione a 115 °C (240 °F) di spore responsabili di flat sour
(acidificazione senza produzione di gas) in piselli in scatola in salamoia a pH 6,2. Le conte
microbiche sono state effettuate a intervalli di 5 minuti, ottenendo i seguenti valori medi.

Tempo (minuti) Conta vitale media
5 340,0

10 65,0
15 19,0
20 4,5
25 1,3

Il tempo di riscaldamento, espresso in minuti, viene riportato sull’asse delle ascisse e il
numero di cellule sopravvissute sull’asse delle ordinate (scala logaritmica), ottendendo la
curva TDT rappresentata in figura 17.2. Tale curva è essenzialmente lineare, indicando che
la distruzione termica dei batteri ha andamento logaritmico e segue una cinetica del primo
ordine. Anche se talvolta può essere difficile rappresentare le estremità della curva, nell’in-
dustria alimentare i calcoli per la morte termica sono effettuati su base logaritmica. Dai dati
riportati in figura 17.2, il valore di D a 240 °F risulta pari a 8 minuti, cioè D240 °F = 8,0.

I valori di D possono essere utilizzati per esprimere la resistenza relativa delle spore o
delle cellule vegetative al calore. Le spore più termoresistenti dei ceppi di C. botulinum tipi
A e B hanno un Dr pari a 0,21 minuti, mentre le spore termofile più resistenti al calore hanno
valori Dr di 4,0-5,0 minuti. Stumbo e colleghi55 hanno trovato valori di Dr pari a 2,47 per
l’anaerobio putrefattivo (PA) 3679 in purea di mais (cream-style corn) e a 0,84 per le spore
del ceppo 617 responsabile di flat sour in latte intero.

La resistenza termica delle spore di microrganismi alteranti termofili e mesofili può esse-
re comparata utilizzando i valori Dr. 

Geobacillus stearothermophilus 4,0-5,0
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 3,0-4,0
Clostridium nigrificans 2,0-3,0
C. botulinum (tipi A e B) 0,1-0,2
C. sporogenes (incluso PA 3679) 0,1-1,5
B. coagulans 0,01-0,07
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L’effetto del pH e del mezzo di crescita sui valori del tempo di riduzione decimale delle
spore di C. botulinum è presentato nella tabella 17.9. Come già osservato, i microrganismi
sono più resistenti a pH neutro o prossimo alla neutralità e mostrano differenti gradi di resi-
stenza al calore nei diversi alimenti.

Per determinare il valore di z, i valori di D sono riportati sull’asse delle ordinate in scala
logaritmica e la temperatura (espressa in gradi centigradi o Fahrenheit) sull’asse delle ascis-
se in scala lineare. Sulla base dei dati riportati in figura 17.3, il valore di z è pari a 17,5. I
valori di z per C. botulinum variano tra 14,7 e 16,3, mentre per PA 3679 tra 6,6 e 20,5. Per
alcune spore il valore di z arriva fino a 22. Sono stati riportati valori di z pari a 47 per la
perossidasi, a 50 per la riboflavina e a 56 per la tiamina.

17.3.6  Criterio delle 12 D

Il criterio delle dodici riduzioni decimali si riferisce alla durata dei processi termici letali uti-
lizzati nell’industria conserviera e implica che il minimo trattamento con calore riduca la
probabilità di sopravvivenza delle spore più termoresistenti di C. botulinum a 10–12 cellule
per unità di prodotto. Poiché le spore di C. botulinum non germinano e non producono tos-
sine a pH inferiore a 4,6, questo criterio è osservato solo per gli alimenti con pH superio-
re a tale valore. Stumbo54 ha illustrato questo concetto dal punto di vista della tecnologia
delle conserve. Assumendo che ciascuna confezione di prodotto contenga una sola spora di
C. botulinum e ricordando le altre ipotesi già discusse, F0 può essere calcolato utilizzando
l’equazione generale della curva di sopravvivenza:

F0 = Dr (log a – log b)
F0 = 0,21 (log 1 – log 10–12)
F0 = 0,21 ×12 = 2,52

Un trattamento termico a 250 °F per 2,52 minuti dovrebbe, quindi, ridurre il numero di
spore di C. botulinum a 1 spora in 1 confezione di alimento su mille miliardi (1012). Consi-
derando che alcune spore responsabili di flat sour hanno valori di Dr intorno a 4,0 e che alcu-
ne conserve sono sottoposte a trattamenti F0 pari a 6,0-8,0, il numero potenziale di spore di
C. botulinum è ridotto a livelli non determinabili.

17.4  Alcune caratteristiche dei termofili

Sulla base delle temperature di crescita, i termofili possono essere classificati come micror-
ganismi con una temperatura minima di crescita intorno a 45 °C, un optimum tra 50 e 60 °C
e un massimo pari o superiore a 70 °C. Secondo tale definizione, specie e ceppi termofili
sono presenti tra cianobatteri, archeobatteri, actinomiceti58, batteri anaerobi fotosintetici,
tiobacilli, alghe, funghi, bacilli, clostridi, batteri lattici e altri gruppi. I microrganismi ter-
mofili di maggiore importanza per gli alimenti appartengono ai generi Bacillus, Clostridium,
Alicyclobacillus, Geobacillus e Thermoanaerobacterium.

Durante la crescita dei termofili, la fase lag è breve e talora difficile da misurare. Le spore
germinano e crescono rapidamente; anche la fase esponenziale di crescita è breve. Per alcu-
ni termofili, fatti crescere a temperature elevate, è stato osservato un tempo di generazione
di soli 10 minuti. La velocità di morte è elevata. Una caratteristica di questi microrganismi
è la perdita di vitalità, o “autosterilizzazione”, a temperature inferiori al loro intervallo di
crescita. Nella figura 17.4 sono comparate le curve di crescita di un batterio a 55, 37 e 20 °C.
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Il motivo per cui alcuni microrganismi richiedono temperature di crescita che sono letali
per altri è di interesse non solo in relazione alla conservazione degli alimenti, ma anche dal
punto di vista della biologia dei termofili. Alcune delle caratteristiche note dei termofili sono
riassunte di seguito.

17.4.1  Enzimi

Gli enzimi dei termofili possono essere classificati nei seguenti tre gruppi.

1. Enzimi che sono stabili alla temperatura di produzione e richiedono temperature legger-
mente più elevate per l’inattivazione: per esempio, malico deidrogenasi, adenosintrifosfa-
tasi (ATPasi), pirofosfatasi inorganica, aldolasi e alcune peptidasi.

2. Enzimi che sono inattivati alla temperatura di produzione in assenza di specifici substrati:
per esempio, asparaginasi, catalasi, piruvato ossidasi, isocitrato liasi e alcuni enzimi lega-
ti alla membrana cellulare.

3. Enzimi e proteine con elevata resistenza al calore: per esempio, α-amilasi, alcune proteasi,
gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi, alcuni enzimi che attivano gli amminoacidi, protei-
ne flagellari, esterasi e termolisina.

In generale, gli enzimi dei microrganismi termofili prodotti in condizioni di crescita otti-
mali sono più resistenti di quelli sintetizzati dai mesofili (tabella 17.13). Di particolare rilie-
vo è l’α-amilasi prodotta da un ceppo di G. stearothermophilus, che rimane attiva dopo
riscaldamento a 70 °C per 24 ore. In uno studio la temperatura ottimale per l’attività del-
l’amilasi prodotta da G. stearothermophilus è risultata pari a 82 °C, con un optimum di pH
di 6,9 53. Per la termostabilità dell’enzima è necessaria la presenza di Ca2+. La stabilità al
calore delle proteine citoplasmatiche isolate da quattro termofili è risultata maggiore di quel-
la delle proteine isolate da quattro mesofili 28. 

Vi sono diverse possibili spiegazioni della resistenza al calore degli enzimi dei termofili;
una di queste è l’esistenza di livelli più elevati di amminoacidi idrofobici rispetto agli ana-
loghi enzimi prodotti dai mesofili. Una proteina più idrofobica dovrebbe essere più resisten-
te al calore. In relazione agli amminoacidi, è stato osservato che la lisina sostituita alla glu-
tammina diminuisce la termostabilità di un enzima, mentre la sostituzione con altri ammi-
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noacidi aumenta la resistenza al calore30. Un altro fattore è rappresentato dalla capacità di
legare ioni metallici come il Mg2+. È stato dimostrato che l’integrità strutturale della mem-
brana dei protoplasti di G. stearothermophilus è influenzata dai cationi bivalenti63.

In generale, le proteine dei termofili hanno peso molecolare, composizione amminoacidi-
ca, effettori allosterici, composizione delle subunità e sequenza primaria simili alle mesofi-
le corrispondenti. Microrganismi termofili estremi e termofili obbligati sintetizzano macro-
molecole con sufficiente stabilità molecolare intrinseca per sopportare stress termici1.

17.4.2  Ribosomi

In generale, la stabilità termica dei ribosomi corrisponde alla temperatura massima di cresci-
ta di un microrganismo (come mostrato in tabella 17.14). La termoresistenza è stata riscon-
trata nei ribosomi, ma non nel DNA. In uno studio condotto su ribosomi di G. stearothermo-
philus non è stata individuata nessuna caratteristica chimica delle loro proteine che potesse
spiegarne la termostabilità2. In un altro studio non sono state riscontrate differenze significa-
tive di dimensioni e struttura dei filamenti superficiali dei ribosomi di G. stearothermophi-
lus e di Escherichia coli 4.

È stato dimostrato che la composizione in basi dell’RNA ribosomiale (rRNA) influenza la
stabilità termica dei ribosomi. In uno studio su 19 microrganismi, il contenuto di G-C delle
molecole di rRNA aumentava e quello di A-U diminuiva all’aumentare della temperatura
massima di crescita43. L’aumento del contenuto di G-C rende la struttura più stabile grazie al
maggior numero di legami idrogeno. D’altra parte, la stabilità al calore dell’RNA solubile dei
termofili e dei mesofili sembra simile.
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Tabella 17.14 Temperatura massima di crescita e temperatura di fusione dei ribosomi

Microrganismo e numero di ceppo T max di crescita (°C) Tf ribosomi (°C)

1. Vibrio marinus (15381) 18 69
2. 7E-3 20 69
3. 1–1 28 74
4. Vibrio marinus (15382) 30 71
5. 2–1 35 70
6. Desulfovibrio desulfuricans (chlonicus) 40 71
7. Desulfovibrio vulgaris (8303) 40 73
8. Escherichia coli (B) 45 72
9. Escherichia coli (Q13) 45 72
10. Spirillum itersonii (SI–1) 45 73
11. Bacillus megaterium (Paris) 45 75
12. Bacillus subtilis (SB-19) 50 74
13. Bacillus coagulans (43P) 60 74
14. Desulfotomaculum nigrificans (8351) 60 75
15. Termofilo T-107 73 78
16. Termofilo 194 73 78
17. Geobacillus stearothermophilus (1503R) 73 79
18. Termofilo B 73 79
19. Geobacillus stearothermophilus (10) 73 79

(Da Pace e Campbell43)



17.4.3  Flagelli

I flagelli dei termofili sono più stabili al calore di quelli dei mesofili: i primi rimangono intat-
ti anche a temperature di 70 °C, mentre i secondi sono distrutti a 50 °C 27,29. Probabilmente
nei flagelli dei termofili – più resistenti all’urea e all’acetammide di quelli dei mesofili –
sono presenti legami idrogeno più efficienti.

17.5  Altre caratteristiche dei microrganismi termofili

17.5.1  Richiesta di nutrienti

Quando crescono a intervalli di termofilia, le richieste di nutrienti dei termofili sono gene-
ralmente più elevate di quelle dei mesofili. Sebbene questo aspetto della termofilia non sia
stato molto studiato, le variazioni nella richiesta di nutrienti con l’aumentare della tempera-
tura di incubazione potrebbero essere dovute a una generale scarsa efficienza da parte del
complesso metabolico. L’aumento della temperatura di incubazione potrebbe influenzare
alcuni sistemi enzimatici, come pure l’intero processo di sintesi degli enzimi.

17.5.2  Pressione parziale di ossigeno

La crescita dei termofili è influenzata dalla pressione parziale di ossigeno. All’aumentare
della temperatura di incubazione, la velocità di crescita dei microrganismi aumenta; di con-
seguenza, aumenta nel mezzo di coltura la richiesta di ossigeno, mentre la solubilità di que-
st’ultimo diminuisce. Alcuni ricercatori considerano tale fenomeno uno dei più importanti fat-
tori limitanti la crescita dei termofili nei mezzi di coltura. Downey15 ha dimostrato che la cre-
scita dei termofili è ottimale a una concentrazione di ossigeno pari o vicina a quella normal-
mente disponibile nell’intervallo di temperatura dei mesofili (da 143 a 240 μM). Sebbene si
possa ipotizzare che i termofili siano in grado di crescere a temperature elevate grazie alla
loro capacità di consumare e conservare ossigeno alle alte temperature –una caratteristica
assente nei mesofili e negli psicrofili – a supporto di tale ipotesi sono necessari ulteriori studi.

17.5.3  Lipidi cellulari

Anche lo stato dei lipidi cellulari influenza la crescita dei termofili. Poiché un aumento del
grado di insaturazione dei lipidi cellulari è associato alla crescita degli psicrotrofi, è ragione-
vole ipotizzare un effetto contrario nel caso dei termofili. Tale idea è supportata da numerose
ricerche. Nei mesofili cresciuti a temperature superiori al loro range massimo, Gaughran19

riscontrò una diminuzione del contenuto lipidico e un maggior grado di saturazione; secondo
questo autore, le cellule non possono crescere a temperature inferiori al punto di solidificazio-
ne dei lipidi in esse contenuti. Marr e Ingraham33 hanno dimostrato che, all’aumentare della
temperatura di incubazione, in E. coli si verifica un progressivo aumento degli acidi grassi
saturi e una corrispondente diminuzione di quelli insaturi. La generale diminuzione della
quantità di acidi grassi insaturi all’aumentare della temperatura di crescita è stata riscontrata
in una grande varietà di animali e piante. Gli acidi grassi saturi formano legami idrofobici più
forti rispetto agli acidi grassi insaturi. Tra gli acidi grassi saturi ve ne sono alcuni con catene
laterali ramificate; la sintesi preferenziale di acido eptadecanoico ramificato e la totale elimi-
nazione di acidi grassi insaturi è stata riscontrata in due specie termofile del genere Bacillus 60.
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I batteri mesofili mostrano variazioni nella composizione dei lipidi di membrana quando
crescono a temperature significativamente superiori o inferiori al loro intervallo di crescita
normale. Sono stati determinati i valori di D57°C per quattro ceppi di E. coli adattati termica-
mente (compreso E. coli O157:H7 e un mutante rpoS), riscontrando per tutti i ceppi conside-
rati tempi di riduzione decimali più lunghi anche di 3,9 minuti rispetto ai controlli64. Nella
membrana di due ceppi si è osservato un aumento di acido palmitico (16:0) e di acido cis-
vaccenico (18:1ω -7). Nei ceppi adattati al calore il contenuto di verotossina diminuiva
all’interno della cellula ma aumentava all’esterno, probabilmente a causa della maggiore
fluidità della membrana cellulare64.

17.5.4  Membrane cellulari

La natura delle membrane cellulari influisce sulla crescita dei termofili. Secondo Brock11 il
meccanismo molecolare della termofilia sarebbe correlato alla funzione e alla stabilità delle
membrane della cellula più che alle proprietà di specifiche macromolecole. Questo ricerca-
tore ha sottolineato che non vi sono evidenze che i microrganismi siano uccisi dal calore a
causa dell’inattivazione di proteine o di altre macromolecole: un punto di vista largamente
condiviso. Secondo Brock, l’analisi delle curve di morte termica di diversi microrganismi
dimostra che esse rappresentano processi del primo ordine, compatibili con un effetto del
calore su alcune grandi strutture come la membrana, poiché un singolo buco nella membra-
na può determinare la perdita di costituenti cellulari e, quindi, la morte. Brock ha anche evi-
denziato come la morte termica dovuta all’inattivazione di enzimi o ribosomi sensibili al
calore – dei quali vi sono molte copie all’interno della cellula – non dovrebbe manifestarsi
con una semplice cinetica del primo ordine.

La perdita di materiali in grado di assorbire la radiazione ultravioletta e di altri materia-
li, da parte delle cellule che subiscono uno “shock da freddo”, supporterebbe il ruolo della
membrana nella morte delle cellule alle alte temperature. Poiché la maggior parte degli ani-
mali muore quando la temperatura corporea raggiunge valori compresi tra 40 e 45 °C e la
maggior parte dei batteri psicrofili viene uccisa più o meno alle stesse temperature, l’ipote-
si che il danno letale sia dovuto alla fusione dei costituenti lipidici della cellula o della mem-
brana cellulare non solo è plausibile, ma è anche supportata dai risultati ottenuti da diversi
ricercatori. L’unità di base della membrana cellulare consiste di strati di lipidi circondati da
strati di proteine e la sua funzione biologica dipende proprio dagli strati lipidici. Ci si aspet-
ta che la distruzione di questa struttura causi un danno cellulare e talora la morte. Conside-
rando le variazioni relative al grado di saturazione dei lipidi cellulari, di cui si è detto, l’in-
tegrità della membrana cellulare sembra essere un fattore critico per la crescita e la soprav-
vivenza alle temperature termofile.

17.5.5  Effetto della temperatura

Brock11 richiamò l’attenzione sul fatto che i termofili – alla loro temperatura ottimale – sem-
brano non crescere tanto velocemente quanto ci si aspetterebbe o si crede comunemente.
Confrontando, in un intervallo di temperature di incubazione, grafici di Arrhenius rappresen-
tanti la crescita termofila con quelli relativi alla crescita di E. coli, è risultato che, comples-
sivamente, i microrganismi mesofili sono più efficienti. Brock osservò che gli enzimi termo-
fili sono intrinsecamente meno efficienti di quelli mesofili a causa della loro stabilità termi-
ca; in altre parole, ciò significa che, per sopravvivere, i termofili hanno dovuto rinunciare
alla propria efficienza di crescita.
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17.5.6  Genetica

Una scoperta di grande rilievo per la comprensione delle basi genetiche della termofilia si
deve a McDonald e Matney36. Questi ricercatori hanno realizzato la trasformazione della ter-
mofilia in B. subtilis facendo crescere cellule di un ceppo non in grado di svilupparsi a tem-
perature superiori a 50 °C in presenza di DNA estratto da un ceppo capace di crescere a
55 °C. Il ceppo più sensibile al calore è stato trasformato con una frequenza pari a 10–4. Gli
autori hanno osservato che solo il 10-20% dei trasformanti conservava la resistenza a eleva-
ti livelli di streptomicina del ricevente e ciò indicava che i loci genetici per la resistenza alla
streptomicina e per la crescita a 55 °C erano strettamente legati.

Sebbene sia stato compreso molto sulla termofilia nei microrganismi, il meccanismo pre-
ciso sottostante questo fenomeno rimane un mistero. I termofili facoltativi, come alcuni
ceppi di B. coagulans, presentano un quadro complesso almeno quanto i termofili obbligati.
Bausum e Matney6, studiando alcuni ceppi del genere Bacillus in grado di crescere sia a 37
sia a 55 °C, osservarono che tali microrganismi passavano dalla mesofilia alla termofilia nel-
l’intervallo compreso tra 44 e 52 °C.

17.6  Alterazione delle conserve alimentari

Sebbene l’obiettivo della sterilizzazione termica delle conserve sia la distruzione dei micror-
ganismi, in particolari condizioni questi prodotti possono comunque subire alterazioni micro-
biche. Le ragioni principali di ciò sono processo di sterilizzazione insufficiente, raffredda-
mento inadeguato, contaminazione del contenitore per imperfetta tenuta delle giunzioni e
alterazione precedente il trattamento di sterilizzazione. Poiché per alcune conserve in scato-
la è previsto un trattamento termico più blando, è possibile che un numero piuttosto grande
di diversi tipi di microrganismi venga rilevato all’esame microbiologico. 

Come guida al tipo di alterazione cui possono essere soggette le conserve alimentari, è
utile la classificazione di questi prodotti sulla base della loro acidità.

17.6.1  Conserve a bassa acidità (pH > 4,6)

Questa categoria comprende prodotti carnei e ittici, latte, alcuni vegetali (mais, fagioli
Lima), miscele di carne e vegetali eccetera. Questi alimenti vengono alterati da microrgani-
smi termofili responsabili di flat sour (Geobacillus stearothermophilus, B. coagulans), dagli
alteranti solfito riduttori (Clostridium nigrificans, C. bifermentans) e /o da alteranti produt-
tori di gas (Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum). Tra gli alteranti mesofili vi
sono gli anaerobi putrefattivi (specialmente PA 3679). Se presenti, può verificarsi l’altera-
zione e la produzione di tossine da parte di ceppi proteolitici di C. botulinum. Gli alimenti
a media acidità sono quelli con valori di pH compresi nell’intervallo 5,3-4,6, mentre quelli
a bassa acidità hanno pH ≥ 5,4.

17.6.2  Conserve acide (pH da 3,7-4,0 a 4,6)

In questa categoria di conserve sono compresi frutti come pomodori, pere e fichi. Tra gli
alteranti termofili sono inclusi ceppi di B. coagulans; tra i mesofili P. polymyxa, P. macerans
(B. betanigrificans), C. pasteurianum, C. butyricum, Thermoanaerobacterium thermosac-
charolyticum, lattobacilli e altri.
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17.6.3  Conserve a elevata acidità (pH < 4,0-3,7)

Questa categoria comprende frutta e prodotti a base di frutta e verdure, quali pompelmo, rabar-
baro, crauti e sottaceti. Questi alimenti sono generalmente alterati da mesofili non sporigeni
come lieviti, muffe, Alicyclobacillus spp, e/o batteri lattici. Le specie di Alicyclobacillus
possono causare l’alterazione di succo di mele, di pomodoro o di uva bianca52. Il limite infe-
riore di pH per la crescita del fungo Byssochlamys è 2,0, per Neosartorya fischeri è 3,09.

I microrganismi responsabili di alterazione delle conserve possono essere ulteriormente
classificati come segue.

Microrganismi mesofili
– anaerobi putrefattivi;
– anaerobi butirrici;
– acido resistenti responsabili di flat sour;
– lattobacilli;
– lieviti;
– muffe.

Microrganismi termofili
– anaerobi termofili solfito riduttori;
– spore responsabili di flat sour;
– anaerobi termofili non solfito riduttori.

I segni delle alterazioni causate da questi microrganismi sono riassunti nella tabella 17.15.
Alcune alterazioni a carico di alimenti acidi e di altri alimenti confezionati e sterilizzati

da parte di lieviti, muffe e batteri sono state riscontrate ripetutamente. I lieviti Torula lactis-
condensi e T. globosa sono causa di alterazione gassosa del latte condensato zuccherato, che
non è trattato termicamente. La muffa Aspergillus repens è associata con la formazione di
macchie sulla superficie del latte condensato zuccherato. Lactobacillus brevis (L. lycopersici)
causa una vigorosa fermentazione in tomato ketchup, salsa Worcestershire e in altri prodotti
simili. Leuconostoc mesenteroides è responsabile di formazione di gas in ananas sciroppato
e filamentosità (ropiness) nelle pesche. La muffa Byssochlamys fulva altera le conserve di
frutta, provocandone il rammollimento per effetto della degradazione della pectina5. Torula
stellata ha causato alterazione di limonata amara, crescendo a pH 2,544. 

Il succo d’arancia concentrato surgelato può essere alterato da lieviti e batteri. Hays e
Reister 23 hanno studiato campioni di questo prodotto alterato da batteri e caratterizzati da
odore (acetoso o di burro) e sapore sgradevoli; sono stati isolati L. plantarum var. mobilis, L.
brevis, Leuconostoc mesenteroides e L. mesenteroides subsp. dextranicum. Le caratteristiche
dell’alterazione potevano essere riprodotte inoculando gli isolati nel succo d’arancia fresco.

Le temperature minime di crescita dei termofili alteranti rivestono una certa importanza
nell’individuare la causa di alterazione delle conserve. È stato osservato che B. coagulans
(B. thermoacidurans) cresce solo lentamente a 25 °C, mentre cresce bene a temperature com-
prese tra 30 e 55 °C. G. stearothermophilus non cresce a 37 °C, poiché ha un optimum di
temperatura intorno a 65 °C, con alcune varianti lisce che mostrano un tempo di generazio-
ne più breve a questa temperatura rispetto alle varianti rugose17. T. thermosaccharolyticum
cresce a 37 °C ma non a 30 °C. In letteratura sono disponibili diverse rassegne sull’alterazio-
ne delle conserve acide e a bassa acidità9,38,52.

Per individuare la causa di alterazione delle conserve, è importante anche l’aspetto del
contenitore ancora chiuso. I fondelli di un barattolo di alimenti sono normalmente piatti o
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leggermente concavi; quando i microrganismi crescono e producono gas, i contenitori sono
soggetti a una serie di cambiamenti visibili dall’esterno. Un contenitore in banda stagnata è
definito flipper quando in seguito a pressione o riscaldamento uno dei fondelli diventa con-
vesso; è definito springer quando entrambi i fondelli sono bombati, ma è possibile farne
rientrare uno o entrambi premendoli con un dito, oppure quando premendo su un fondello
l’altro scatta verso l’esterno; l’espressione soft swell viene utilizzata per indicare un conte-
nitore con i fondelli bombati, ma ancora comprimibili, mentre con hard swell si intende un
contenitore bombato a tal punto da non essere più comprimibile.

Questi fenomeni tendono a manifestarsi in successione e diventano importanti per predi-
re il tipo di alterazione in atto. I contenitori flipper e springer possono essere incubati in
luogo riparato, a una temperatura adatta al pH e al tipo di alimento, per consentire l’ulterio-
re crescita di qualsiasi microrganismo eventualmente presente; questi difetti dei contenitori,
infatti, non sempre riflettono un’alterazione microbica. I barattoli soft swell, come pure gli
hard swell, spesso indicano alterazione microbica. Negli alimenti a elevata acidità, tuttavia,
gli hard swell sono spesso il risultato della produzione di idrogeno gassoso per azione degli
acidi presenti negli alimenti sul ferro del contenitore. Gli altri due gas più comunemente
riscontrati nei contenitori di conserve alterate sono CO2 e H2S, entrambi derivanti dall’atti-
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Tabella 17.15 Segni di alterazione in conserve acide e a bassa acidità

Tipo di microrganismo Aspetto e segni Condizioni del prodotto

Prodotti acidi
1. B. thermoacidurans Contenitore piatto; Lieve alterazione del pH;

(sapore acido: piccole variazioni odore e sapore sgradevoli
succo di pomodoro) nello spazio di testa

2. Anaerobi butirrici (pomodori Contenitore bombato; Prodotto fermentato,
e succo di pomodoro) può scoppiare odore di acido butirrico

3. Non sporigeni Contenitore bombato; Odore acido
(soprattutto lattici) di solito scoppia se non si

blocca il bombaggio

Prodotti a bassa acidità
1. Microrganismi responsabili Contenitore piatto; possibile Aspetto generalmente non

di flat sour perdita del vuoto durante alterato; pH marcatamente
la conservazione abbassato, acido; può avere

odore lievemente anomalo
talvolta liquido torbido

2. Anaerobi termofili Contenitore bombato; Odore di fermentato, acido,
può scoppiare caseoso o butirrico

3. Alteranti solfito riduttori Contenitore piatto; In genere annerito; odore
l’H2S è assorbito dal prodotto di uova marce

4. Anaerobi putrefattivi Contenitore bombato; Può essere parzialmente
può scoppiare digerito; pH lievemente

superiore alla norma; tipico
odore di putrido

5. Aerobi sporigeni Contenitore piatto; nel caso di Coaguli in latte evaporato,
(ceppi insoliti) carne trattata può gonfiarsi se barbabietole nere

sono presenti NO3 e zucchero

(Da Schmitt47)



vità metabolica di microrganismi. Il solfuro di idrogeno può essere identificato dal caratteri-
stico odore (di uova marce), mentre l’anidride carbonica e l’idrogeno possono essere rileva-
ti effettuando un semplice test. Si realizza un dispositivo costituito da un tubo di vetro o di
plastica che viene collegato a un punzone cavo munito di una larga guarnizione di gomma.
L’estremità libera del tubo viene inserita in una provetta contenente una soluzione diluita di
KOH, quindi si capovolge la provetta immergendola in un beaker riempito con la medesima
soluzione. Forando con il punzone cavo un fondello del contenitore, i gas in esso presenti
spingeranno fuori dalla provetta la soluzione di KOH. Prima di sollevare dal beaker la pro-
vetta, occorre chiuderne l’apertura con il pollice. Per verificare la presenza di CO2, si agita
la provetta e si osserva la formazione di vuoto resa manifesta dall’aspirazione esercitata sul
polpastrello. La presenza di idrogeno si evidenzia facilmente avvicinando un fiammifero
acceso all’estremità della provetta e allontanando rapidamente il dito; un piccolo scoppio
indica la presenza del gas.

L’alterazione detta leakage-type è causata da microflora non sporigena che non potrebbe
sopravvivere al normale trattamento termico cui sono sottoposti gli alimenti conservati
mediante calore. Questi microrganismi penetrano nel contenitore all’inizio della fase di raf-
freddamento attraverso giunzioni difettose, che generalmente derivano da una cattiva gestio-
ne dei barattoli. I microrganismi che causano questo tipo di alterazione possono essere
riscontrati sia sui contenitori sia nell’acqua di raffreddamento. Il problema può essere mini-
mizzato utilizzando per il raffreddamento dei barattoli acqua con carica < 100 batteri/ml.
Questo tipo di alterazione può essere differenziata da quella derivante da inadeguata steriliz-
zazione (tabella 17.16).
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Tabella 17.16 Alcune caratteristiche delle alterazioni dei prodotti in scatola causate
da inadeguata sterilizzazione e da chiusura difettosa

Caratteristica Sterilizzazione inadeguata Chiusura difettosa

Barattolo o contenitore Piatto o rigonfio; di solito Gonfio; può mostrare difetti
in banda stagnata appare normale

Aspetto del prodotto Caramelloso o fermentato Fermentazione schiumosa; viscosità

Odore Normale, acido o putrido, Acido, fecale; in genere variabile da
ma in genere normale un contenitore all’altro

pH In genere abbastanza costante Ampiamente variabile

Aspetti microscopici Colture pure, sporigeni; crescita Colture miste, generalmente 
e colturali a 98 °F e/o 113 °F; possono bastoncini e cocchi; crescita solo

avere morfologia caratteristica alle temperature usuali
su mezzi speciali, come agar
acido con succo di pomodoro

Storia Alterazione solitamente Dispersione casuale delle porzioni
limitata ad alcune parti del alterate
contenitore; nei prodotti acidi
la diagnosi può essere meno
chiaramente definita;
microrganismi simili possono
essere coinvolti sia nella mancata
sterilizzazione, sia nelle perdite

(Da Shmitt47)
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La conservazione degli alimenti mediante disidratazione si basa sul fatto che i microrgani-
smi e gli enzimi necessitano di acqua per essere attivi; l’obiettivo di tali metodi è ridurre il
contenuto di umidità fino a inibire l’attività dei microrganismi alteranti e patogeni. Gli ali-
menti disidratati, essiccati o a bassa umidità (LMF, low moisture foods) generalmente non
contengono più del 25% di umidità e hanno un valore di aw compreso tra 0,00 e 0,60; questi
sono gli alimenti secchi tradizionali, che comprendono anche i prodotti liofilizzati. Un’altra
categoria di alimenti stabili – definiti alimenti a umidità intermedia (IMF, intermediate moi-
sture foods) – sono quelli che contengono dal 15 al 50% di umidità e presentano valori di aw

compresi tra 0,6 e 0,85. Alcuni degli aspetti microbiologici degli IMF e degli LMF sono trat-
tati in questo capitolo.

18.1  Preparazione e disidratazione degli alimenti a bassa umidità

La tecnica più antica per conservare gli alimenti, riducendone il contenuto di umidità, con-
sisteva nell’esporli al sole fino a ottenerne l’essiccamento. Con tale tecnica alcune tipologie
di alimenti possono essere conservate con successo, purché la temperatura e l’umidità rela-
tiva (UR) siano adeguate. Frutti come l’uva, le prugne, i fichi e le albicocche possono esse-
re essiccati con questo metodo, che richiede quantità di spazio proporzionate alle quantità di
prodotto da trattare. Tra le tecnologie di disidratazione di maggiore importanza commercia-
le vi sono l’essiccamento spray e a tamburo rotante, l’evaporazione e la liofilizzazione.

La preparazione degli alimenti da essiccare è assai simile a quella prevista per il congela-
mento, con poche eccezioni. Alcuni frutti, come le prugne, vengono immersi in soluzioni
calde alcaline a concentrazione compresa tra 0,1 e 1,5%; tale operazione viene effettuata in
particolare prima dell’essiccamento al sole. Frutti di colore chiaro e alcune verdure sono trat-
tati con SO2 in modo che ne assorbano livelli compresi tra 1000 e 3000 ppm; questo tratta-
mento aiuta a mantenere il colore, a preservare alcune vitamine, a prevenire o rallentare cam-
biamenti nel corso della conservazione e a ridurre la carica microbica iniziale. Dopo l’essic-
camento, i frutti sono solitamente sottoposti a pastorizzazione termica a 65,6-85 °C (150-
185 °F) per 30-70 minuti.

Analogamente alla preparazione degli ortaggi per il congelamento, il blanching o scotta-
tura è una fase essenziale prima della disidratazione e viene effettuata per immersione in
acqua calda per 1-8 minuti, a seconda del tipo di prodotto. La funzione principale di tale ope-
razione è distruggere gli enzimi che potrebbero causare cambiamenti indesiderati nel prodot-

Capitolo 18

Conservazione degli alimenti
mediante disidratazione

479J.M. Jay et al., Microbiologia degli alimenti
© Springer-Verlag Italia 2009



to finito. I vegetali a foglia generalmente richiedono un blanching di durata inferiore rispet-
to a piselli, fagioli o carote. Temperature di 60,0-62,8 °C (140-145 °F) sono sicure per l’es-
siccamento di molti ortaggi. Per ottenere qualità e conservabilità soddisfacenti, il contenuto
di umidità dei prodotti vegetali dovrebbe essere ridotto a valori inferiori al 4%. La stabilità
di molti prodotti ortofrutticoli può essere aumentata mediante un pretrattamento con SO2 o
con solfiti. L’essiccamento dei prodotti vegetali viene solitamente effettuato in essiccatori a
tunnel, a nastro o ad armadio.

La carne viene solitamente cotta prima della disidratazione; il contenuto finale di umidi-
tà delle carni bovine e suine essiccate dovrebbe essere del 4% circa.

La disidratazione del latte – sia intero sia scremato – può essere realizzata con essiccato-
ri a tamburi rotanti o con essiccatori spray. Rimuovendo il 60% circa di acqua si ottiene latte
evaporato, che contiene l’11,5% circa di lattosio. Il latte condensato zuccherato viene pro-
dotto aggiungendo saccarosio o glucosio prima dell’evaporazione, in modo che il contenuto
totale medio di tutti gli zuccheri in soluzione sia del 54% circa o superiore al 64%; la stabi-
lità di questo prodotto è dovuta anche al fatto che gli zuccheri legano parte dell’acqua ren-
dendola non disponibile per la crescita microbica. 

Le uova intere, il tuorlo o l’albume possono essere essiccati per ottenere i relativi prodotti
in polvere. È possibile aumentare la stabilità del prodotto disidratato, riducendo il contenuto
di glucosio prima dell’essiccamento. L’essiccamento spray drying è il metodo più comune-
mente impiegato.

Nel processo freeze drying (liofilizzazione, criofilizzazione) il congelamento è preceduto
da blanching, nel caso di vegetali, e da precottura, nel caso delle carni. Le velocità di conge-
lamento e di scongelamento dei prodotti alimentari sono influenzate dai seguenti fattori12:

1. differenza di temperatura (forza motrice del processo) tra prodotto e mezzo di raffredda-
mento o riscaldamento;

2. meccanismo di trasferimento del calore verso, da e all’interno del prodotto (conduzione,
convezione, irraggiamento);

3. tipo, dimensione e forma dell’imballaggio;
4. dimensione, forma e proprietà termiche del prodotto.

Il congelamento rapido consente di preservare meglio la qualità dei prodotti rispetto a quel-
lo lento; infatti, permette la formazione di piccoli cristalli di ghiaccio che causano un danno
meccanico minore alla struttura dell’alimento. Allo scongelamento, gli alimenti sottoposti a
congelamento rapido trattengono più acqua e, in generale, mostrano caratteristiche più simili
al prodotto fresco rispetto agli alimenti congelati lentamente. Dopo il congelamento, l’acqua
presente sotto forma di cristalli di ghiaccio viene rimossa per sublimazione; tale processo
viene realizzato riscaldando (con diversi mezzi) il prodotto in una camera sotto vuoto spinto.
Il contenuto d’acqua degli alimenti proteici può essere differenziato in acqua congelabile e
acqua non congelabile (legata); quest’ultima è stata definita come l’acqua che rimane non
congelata a temperature inferiori a – 30 °C. La rimozione dell’acqua congelabile ha luogo
durante la prima fase della sublimazione, che consente di eliminare dal 40 al 95% dell’umi-
dità totale; l’acqua rimanente è generalmente acqua legata, parte della quale può essere rimos-
sa durante l’essiccamento finale. A meno che non venga effettuato un trattamento termico
prima della liofilizzazione, gli enzimi rimangono inalterati. Studi condotti su carni liofilizza-
te hanno dimostrato che il 40-80% dell’attività enzimatica non viene distrutta e può essere
preservata anche dopo 16 mesi di conservazione a –20 °C 24. Negli alimenti liofilizzati il livel-
lo di umidità del prodotto finale può essere del 2-8% circa, con valori di aw pari a 0,10-0,2537.
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La liofilizzazione è generalmente preferita all’essiccamento sotto vuoto a temperature ele-
vate, che rispetto alla prima tecnologia presenta, tra gli altri, i seguenti svantaggi17:

1. marcata contrazione del volume degli alimenti solidi;
2. migrazione dei costituenti disciolti verso la superficie durante l’essiccamento dei solidi;
3. marcata denaturazione delle proteine;
4. indurimento del prodotto (case hardening) dovuto alla formazione in superficie di uno stra-

to impermeabile, relativamente duro, determinato da una o più delle tre modificazioni pre-
cedenti; tale fenomeno rallenta sia la velocità di disidratazione sia quella di ricostituzione;

5. formazione di solidi con struttura dura e impermeabile quando vengono essiccati alimen-
ti liquidi;

6. reazioni chimiche indesiderate nei materiali sensibili al calore;
7. eccessiva perdita di aromi;
8. difficoltà di reidratazione come risultato di uno o più degli altri cambiamenti.

18.2  Effetto della disidratazione sui microrganismi

Sebbene alcuni microrganismi siano distrutti durante l’essiccamento, tale processo non è di
per sé letale per i microrganismi; infatti, molte specie microbiche possono essere recuperate
dagli alimenti essiccati, specialmente se si utilizzano materie prime di scarsa qualità o se le
fasi dell’essiccamento non vengono condotte rispettando le norme di buona prassi igienica.

I batteri richiedono livelli di umidità relativamente elevati per la loro crescita, mentre i
lieviti sono meno esigenti e le muffe ancora meno. Poiché la maggior parte dei batteri richie-
de per la crescita valori di aw superiori a 0,90, essi non hanno alcun ruolo nell’alterazione
degli alimenti essiccati. Rispetto alla stabilità di questi alimenti, Scott 29 ha correlato i livel-
li di aw alla probabilità di alterazione nel modo seguente. A valori di aw compresi tra 0,80 e
0,85 l’alterazione si verifica prontamente a opera di diversi funghi nell’arco di 1-2 settima-
ne. Con aw pari a 0,75 l’alterazione è ritardata e può essere causata da un numero minore di
tipi di microrganismi. Con aw pari a 0,70 l’alterazione risulta molto più ritardata o può non
verificarsi anche durante una conservazione prolungata. Quando aw è uguale a 0,65 può cre-
scere un numero molto limitato di microrganismi ed è assai improbabile che si verifichi alte-
razione, anche per periodi di 2 anni. Secondo alcuni ricercatori, gli alimenti essiccati da con-
servare per diversi anni dovrebbero essere processati in modo da avere un valore finale di aw

compreso tra 0,65 e 0,75 (la maggior parte suggerisce 0,70).
A livelli di aw intorno a 0,90, i microrganismi che crescono con maggiore probabilità sono

lieviti e muffe; tale valore è vicino al minimo per la maggior parte dei lieviti comuni. Seb-
bene l’alterazione microbica sia quasi prevenuta a valori di aw inferiori a 0,65, alcune muffe
sono in grado di crescere molto lentamente con aw pari a 0,60-0,62. In particolari condizio-
ni lieviti osmofili, come ceppi di Zygosaccharomyces rouxii , sono in grado di crescere a
valori di aw di 0,65. Il gruppo di microrganismi che dà più problemi negli alimenti essiccati
è rappresentato dalle muffe: la specie più nota in grado di crescere a bassi valori di aw è
Aspergillus glaucus. La tabella 18.1 riporta i valori minimi di aw per la germinazione e la cre-
scita di alcune specie di muffe e di lieviti. Pitt e Christian26 hanno osservato che le muffe
alteranti predominanti nelle prugne secche e a elevata umidità erano membri del gruppo A.
glaucus e Xeromyces bisporus. Le aleuriospore (conidi) di X. bisporus erano in grado di ger-
minare in 120 giorni con un valore di aw pari a 0,605. Generalmente, erano richiesti livelli
più elevati di umidità sia per la sporulazione asessuata sia per quella sessuata.
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Come guida per la stabilità degli alimenti essiccati durante la conservazione è stato propo-
sto un limite critico del contenuto di umidità (alarm water), che rappresenta il contenuto
d’acqua che non dovrebbe essere superato per impedire la crescita delle muffe. Sebbene pos-
sano essere utili, questi valori dovrebbero essere considerati con cautela, poiché in taluni casi
può essere disastroso anche un aumento dell’1%29. Il contenuto critico di acqua per alcuni
prodotti alimentari è riportato in tabella 18.2. Sulla base dell’esperienza, il livello di umidità
degli alimenti liofilizzati dovrebbe essere ridotto al 2%; secondo Burke e Decareau7, tuttavia,
tale valore è probabilmente eccessivamente basso per alcuni alimenti, che potrebbero essere
conservati altrettanto bene a livelli più elevati di aw, con notevole risparmio energetico.

Sebbene l’essiccamento distrugga alcuni microrganismi, le endospore batteriche soprav-
vivono, come pure i lieviti, le muffe e molti batteri Gram-negativi e Gram-positivi. Nel loro
studio sui batteri isolati da carne di pollo liofilizzata e reidratata a temperatura ambiente,
May e Kelly23 sono riusciti a recuperare il 32% circa della microflora originale. Gli autori
della ricerca hanno dimostrato che Staphylococcus aureus, inoculato prima del processo di
liofilizzazione, può sopravvivere in particolari condizioni. È stato osservato che alcuni – se
non tutti – parassiti di origine alimentare, come Trichinella spiralis, sopravvivono all’essic-
camento11. L’obiettivo è produrre alimenti essiccati con una conta totale non superiore a
100 000/g. Vi è accordo generale sul fatto che negli alimenti essiccati la conta dei coliformi
dovrebbe essere pari o prossima a zero e che i patogeni dovrebbero essere assenti, con l’ec-
cezione di un numero limitato di Clostridium perfringens. Tranne quelli che possono essere
distrutti dal blanching o dalla precottura, durante il processo di liofilizzazione viene distrut-
to un numero relativamente più basso di microrganismi; in particolare ne vengono distrutti
di più durante la fase di congelamento che in quella di disidratazione. Durante il congela-
mento dal 5 al 10% dell’acqua rimane legata agli altri costituenti del mezzo; quest’acqua
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Tabella 18.1 Valori minimi di aw riportati per la germinazione e la crescita di lieviti e muffe
responsabili di alterazioni

Microrganismo aw min Microrganismo aw min

Candida utilis 0,94 Candida zeylanoides 0,90
Botrytis cinerea 0,93 Saccharomycopsis vernalis 0,89
Rhizopus stolonifer (nigricans) 0,93 Alternaria citri 0,84
Mucor spinosus 0,93 Aspergillus glaucus 0,70
Candida scottii 0,92 Aspergillus echinulatus 0,64
Trichosporon pullulans 0,91 Zygosaccharomyces rouxii 0,62

Per altri microrganismi, si veda la tabella 3.5.

Tabella 18.2 Contenuto critico di acqua per diversi prodotti alimentari

Alimento Acqua % Alimento Acqua %

Latte intero in polvere ~8 Carne idratata magra 15
Uova intere disidratate 10-11 Legumi 15
Farina di grano 13-15 Verdure disidratate 14-20
Riso 13-15 Amido 18
Latte in polvere (separato) 15 Frutta disidratata 18-25

RH = 70%; temperatura = 20 °C.
(Da Mossel e Ingram 25)



viene rimossa nella successiva fase di essiccamento del processo di liofilizzazione. La morte
o il danneggiamento delle cellule microbiche per essiccamento possono derivare dalla dena-
turazione nelle porzioni già congelate, non ancora essiccate, in seguito alla concentrazione
risultante dal congelamento, alla rimozione dell’acqua legata e/o alla ricristallizzazione di
sali o idrati formati dalle soluzioni eutettiche24. Quando la morte si verifica durante la disi-
dratazione, la velocità è più elevata durante i primi stadi dell’essiccamento. Le colture gio-
vani sono più sensibili all’essiccamento di quelle vecchie13.

La liofilizzazione è tra i metodi più noti per la conservazione dei microrganismi. Una
volta completato il processo, le cellule possono rimanere vitali indefinitamente. Esaminando
277 colture di batteri, lieviti e muffe conservate liofilizzate per 21 anni, Davis10 trovò che
solo tre di esse non erano più vitali.

18.3  Stabilità degli alimenti essiccati

Anche in assenza di crescita fungina, durante la conservazione gli alimenti essiccati sono
soggetti ad alcune reazioni chimiche che possono renderli inaccettabili. L’ossidazione dei
lipidi (irrancidimento) è un tipo di deterioramento chimico che si riscontra frequentemente
negli alimenti contenenti grassi e ossigeno. Gli alimenti che contengono zuccheri riducenti
vanno incontro a un’alterazione di colore nota come reazione di Maillard, o imbrunimento
non enzimatico; tale processo è causato dalla reazione dei gruppi carbonilici degli zuccheri
riducenti con i gruppi amminici di proteine e amminoacidi, seguita da una serie di altre rea-
zioni più complesse. Nei prodotti ortofrutticoli l’imbrunimento tipo Maillard è indesiderato
non solo perché conferisce una colorazione non naturale, ma anche perché gli alimenti suscet-
tibili acquistano sapore amaro. Se il contenuto di umidità è del 2% circa, anche gli alimenti
liofilizzati vanno incontro a imbrunimento; perciò il loro valore di aw dovrebbe essere man-
tenuto al di sotto di tale soglia. La velocità massima della reazione di imbrunimento nei pro-
dotti ortofrutticoli si osserva a valori di aw compresi tra 0,65 e 0,75, mentre nel latte screma-
to in polvere sembra avvenire più rapidamente quando il valore di aw è intorno a 0,70 37. 

Tra le possibili alterazioni chimiche degli alimenti essiccati vi sono anche perdita di vita-
mina C nei vegetali, perdita generalizzata di colore, cambiamenti strutturali che impedisco-
no la completa reidratazione e durezza dei prodotti reidratati e cotti. Le condizioni che favo-
riscono uno o più dei possibili cambiamenti degli alimenti essiccati generalmente tendono a
favorirli tutti, così che le misure preventive nei confronti di uno di essi risultano efficaci, in
diversa misura, anche nei confronti degli altri. Per minimizzare le alterazioni di natura chi-
mica negli alimenti essiccati, sono stati proposti – tra gli altri – i seguenti metodi.

1. Mantenere il contenuto di umidità più basso possibile. Gooding14 ha osservato che abbas-
sando il contenuto di umidità dei cavoli dal 5 al 3% si raddoppia la conservabilità a 37 °C.

2. Ridurre il più possibile il livello degli zuccheri riducenti. Questi composti sono diretta-
mente coinvolti nell’imbrunimento non enzimatico e la loro riduzione si è dimostrata utile
per aumentare la conservabilità degli alimenti essiccati.

3. Quando previsto, impiegare per il blanching acqua con il livello più basso possibile di
solidi disciolti. Gooding14 e Severini e colleghi31 hanno dimostrato che effettuando nella
stessa acqua il blanching di più partite di vegetali si aumenta il rischio di imbrunimento;
una possibile spiegazione di tale fenomeno è che la notevole quantità di soluti estratti
(presumibilmente zuccheri riducenti e amminoacidi) si concentra, impregnandola, sulla
superficie dei prodotti trattati a livelli relativamente elevati14.
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4. Impiegare SO2. Il trattamento dei vegetali prima della disidratazione con questo gas pro-
tegge la vitamina C e ritarda la reazione di imbrunimento. Il preciso meccanismo con il
quale la SO2 ritarda l’imbrunimento non è ben chiaro, ma non sembra che blocchi i grup-
pi riducenti degli esosi; è stato suggerito che possa agire come accettore di radicali liberi.

Uno dei più importanti fattori da considerare per prevenire le alterazioni fungine degli ali-
menti essiccati è rappresentato dall’umidità relativa (UR) dell’ambiente di stoccaggio. Se
impropriamente confezionati e conservati in condizioni di elevata UR, gli alimenti essiccati
assorbiranno umidità dall’atmosfera fino a raggiungere l’equilibrio con l’ambiente. Poiché
l’umidità viene assorbita in primo luogo dalla superficie dei prodotti essiccati, l’alterazione
è inevitabile; la crescita superficiale tende a essere caratteristica delle muffe a causa della
loro esigenza di ossigeno. 

18.4  Alimenti a umidità intermedia

Gli alimenti a umidità intermedia (IMF) sono caratterizzati da un contenuto di umidità del
15-50% circa e da aw compresa tra 0,60 e 0,85; sono stabili a temperatura ambiente per perio-
di di tempo variabili. Sebbene questa classe di alimenti abbia ricevuto un forte impulso agli
inizi degli anni sessanta, con lo sviluppo e il commercio di IMF per cani, da molti anni ormai
vengono prodotti alimenti IMF destinati al consumo umano; si tratta di alimenti IMF cosid-
detti tradizionali, per distinguerli dagli IMF di nuova concezione. La tabella 18.3 riporta
alcuni IMF tradizionali con i relativi valori di aw. Tutti questi alimenti possiedono valori di
aw ridotti, ottenuti sottraendo l’acqua per desorbimento, assorbimento e/o per aggiunta di
additivi consentiti, come sali e zuccheri. Gli IMF sono caratterizzati non solo da valori di aw

compresi tra 0,60 e 0,85, ma anche dall’utilizzo di additivi ad azione umettante (come glice-
rolo, glicoli, sorbitolo e saccarosio) e fungistatica (come sorbato e benzoato).
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Tabella 18.3 Alimenti tradizionali a umidità intermedia

Prodotti alimentari Intervallo di aw

Frutta secca 0,60-0,75
Torte, pasticcini 0,60-0,90
Surgelati 0,60-0,90
Zuccheri, sciroppi 0,60-0,75
Alcune caramelle 0,60-0,65
Farciture per pasticceria 0,65-0,71
Cereali (alcuni) 0,65-0,75
Torta di frutta 0,73-0,83
Miele 0,75
Succo di frutta concentrato 0,79-0,84
Confetture 0,80-0,91
Latte condensato dolcificato 0,83
Salami fermentati (alcuni) 0,83-0,87
Sciroppo d’acero 0,90
Formaggi stagionati (alcuni) 0,96
Salsiccia di fegato 0,96



18.4.1  Preparazione degli IMF

Poiché S. aureus è l’unico microrganismo di interesse per la salute pubblica che può cresce-
re a valori di aw vicini a 0,86, un IMF può essere preparato formulando il prodotto in modo
che il suo contenuto di umidità sia compreso tra il 15 e il 50%, aggiustando l’aw intorno a
0,86 mediante l’impiego di umettanti e aggiungendo un agente antifungino per inibire il
numero piuttosto ampio di lieviti e muffe in grado di crescere a valori di aw superiori a 0,70.
Un ulteriore aumento della stabilità è ottenuto riducendo il pH. Questo è essenzialmente tutto
ciò che serve per produrre un prodotto IMF; tuttavia il processo reale e il conseguimento
della stabilità sono assai più complessi.

La determinazione dell’attività dell’acqua di un sistema alimentare è discussa nel capitolo 3.
È anche possibile utilizzare la legge di Raoult sulle frazioni molari, dove il numero di moli
di acqua di una soluzione è diviso per il numero totale di moli della soluzione3:

per esempio, un litro di acqua contiene 55,5 moli; assumendo che l’acqua sia pura si ha:

se viene aggiunta una mole di saccarosio si ottiene:

Questa equazione può essere riarrangiata per calcolare il numero di moli di soluto neces-
sario per ottenere un dato valore di aw. Sebbene sostanzialmente corretta, la precedente for-
mula fornisce risultati molto approssimati, poiché i sistemi alimentari sono resi complessi
dalla presenza di ingredienti che interagiscono con l’acqua e reciprocamente in modo diffi-
cile da prevedere. Il saccarosio, per esempio, diminuisce il valore di aw più di quanto ci si
attenda, così che i calcoli basati sulla legge di Raoult possono essere non attendibili4. 

Nella preparazione degli alimenti a umidità intermedia l’acqua può essere rimossa sia per
adsorbimento sia per desorbimento. Nel primo caso, l’alimento viene dapprima essiccato
(spesso liofilizzato) e poi sottoposto a riumidificazione controllata fino a raggiungere la com-
posizione desiderata. Nel secondo caso, l’alimento viene posto in una soluzione a pressione
osmotica più elevata, in modo che all’equilibrio si raggiunga il valore desiderato di aw

28. Seb-
bene entrambi i metodi consentano di raggiungere valori identici di aw , gli IMF prodotti per
adsorbimento risultano più resistenti all’attacco microbico degli IMF ottenuti per desorbi-
mento (vedi oltre). Quando si costruiscono le isoterme di assorbimento per matrici alimenta-
ri, l’isoterma di adsorbimento talora dimostra che, a parità di aw, viene trattenuta meno acqua
rispetto all’isoterma di desorbimento. L’isoterma di assorbimento di un alimento rappresenta
graficamente la quantità di acqua adsorbita (o desorbita) in funzione dell’umidità relativa
dello spazio circostante il materiale: si tratta della quantità di acqua trattenuta dopo il rag-
giungimento dell’equilibrio con l’ambiente a temperatura costante21. Le isoterme di assorbi-
mento possono essere di adsorbimento o di desorbimento: quando nelle prime viene trattenu-
ta una maggiore quantità di acqua rispetto alle seconde, la differenza è ascritta a un fenome-

aw =
+

=55 5

55 5 1
0 98

,

,
,

aw =
+

=55 5

55 5 0
1 00

,

,
,

a
moli di H

moli di H O moli di soluto
w

2

2
=

+
O

Capitolo 18  -  Conservazione degli alimenti mediante disidratazione 485



Ta
b

el
la

 1
8.

4
Pr

ep
ar

az
io

n
e 

m
ed

ia
n

te
 in

fu
si

o
n

e 
d

i u
m

id
it

à 
d

i a
lc

u
n

i a
lim

en
ti

 IM
F 

ra
p

p
re

se
n

ta
ti

vi

Pr
od

ot
to

C
om

po
si

zi
on

e 
de

lla
 s

ol
uz

io
ne

 (%
)

eq
ui

lib
ra

to
pe

so
 in

iz
ia

le
/

Po
ta

ss
io

So
d

io
M

a
te

ri
a

 p
ri

m
a

H
2O

 (%
)

Pr
oc

es
so

H
2 O

 (
%

)
a w

pe
so

 s
ol

uz
io

ne
G

lic
er

o
lo

H
2 O

N
aC

l
Sa

cc
ar

o
si

o
so

rb
at

o
b

en
zo

at
o

To
n

n
o

 a
l n

at
u

ra
le

60
,0

Im
m

er
si

o
n

e 
38

,8
0,

81
0,

59
53

,6
38

,6
7,

1
–

0,
7

–
(1

 c
m

 d
i s

p
es

so
re

)
a 

fr
ed

d
o

C
ar

o
te

 c
o

tt
e

88
,2

C
o

tt
u

ra
 a

 9
5-

98
°C

51
,5

0,
81

0,
48

59
,2

34
,7

5,
5

–
0,

6
–

(c
u

b
et

ti
 d

i c
ir

ca
 0

,9
 c

m
)

e 
re

fr
ig

er
az

io
n

e

M
ac

ch
er

o
n

i e
 d

it
al

in
i

63
,0

C
o

tt
u

ra
 a

 9
5-

98
°C

46
,1

0,
83

0,
43

42
,7

48
,8

8,
0

–
0,

5
–

co
tt

i e
 s

co
la

ti
e 

re
fr

ig
er

az
io

n
e

Lo
n

za
 d

i m
ai

al
e 

cr
u

d
a

70
,0

C
o

tt
u

ra
 a

 9
5-

98
°C

42
,5

0,
81

0,
73

45
,6

43
,2

10
,5

–
0,

7
–

(1
 c

m
 d

i s
p

es
so

re
)

e 
re

fr
ig

er
az

io
n

e

A
n

an
as

 in
 p

ez
zi

73
,0

Im
m

er
si

o
n

e 
43

,0
0,

85
0,

46
55

,0
21

,5
–

23
,0

0,
5

–
sc

ir
o

p
p

at
a

a 
fr

ed
d

o

Se
d

an
o

 s
co

tt
at

o
94

,7
Im

m
er

si
o

n
e 

39
,6

0,
83

0,
52

68
,4

25
,2

5,
9

–
0,

5
–

(p
ez

zi
 d

a 
0,

6 
cm

)
a 

fr
ed

d
o

C
o

st
at

a 
d

i m
an

zo
70

,8
C

o
tt

u
ra

 a
 9

5-
98

°C
–

0,
86

2,
35

87
,9

–
10

,1
–

–
2,

0
(s

p
es

so
re

 1
cm

)
e 

re
fr

ig
er

az
io

n
e

(D
a 

B
ro

ck
m

an
n

6 ,c
o

p
yr

ig
h

t 
©

 1
97

0 
In

st
it

u
te

 o
f 

Fo
o

d
 T

ec
h

n
o

lo
g

is
ts

)

Microbiologia degli alimenti486



no di isteresi. Tale effetto, insieme ad altre proprietà fisiche associate alla produzione degli
IMF, è stato esaminato da Labuza21, Sloan e colleghi34 e da altri ricercatori e non sarà ulte-
riormente qui discusso. Le proprietà di assorbimento di una formulazione IMF, l’interazione
di ciascun ingrediente con l’acqua e con gli altri ingredienti e la sequenza con la quale ven-
gono miscelati gli ingredienti, complicano ulteriormente le procedure per la produzione degli
IMF e possono avere effetti diretti e indiretti sulla microbiologia di questi prodotti.

Per modificare il valore di aw nella produzione degli IMF sono impiegate le seguenti tec-
niche generali20.

1. Infusione del prodotto umido. Pezzi di alimenti solidi vengono immersi e/o cotti in solu-
zioni appropriate fino al raggiungimento del desiderato valore di aw (desorbimento).

2. Infusione del prodotto secco. Pezzi di alimenti solidi vengono dapprima disidratati e poi
imbevuti di una soluzione contenente gli agenti osmotici desiderati (adsorbimento).

3. Miscelazione dei componenti. Tutti i componenti degli IMF vengono pesati, miscelati,
cotti ed estrusi o altrimenti combinati in modo che il prodotto finale abbia il valore di aw

desiderato.
4. Essiccamento osmotico. Gli alimenti vengono disidratati mediante immersione in soluzio-

ni con valori di aw più bassi di quello dell’alimento che si vuole ottenere. Quando si uti-
lizzano sali e zuccheri si sviluppano contemporaneamente due flussi in controcorrente: il
soluto diffonde dalla soluzione all’interno dell’alimento, mentre l’acqua diffonde dall’ali-
mento verso la soluzione.

Nella tabella 18.4 sono elencati alimenti preparati per infusione del prodotto umido, desti-
nati a forniture militari. Gli alimenti sono stati equilibrati mediante immersione a freddo
oppure mediante cottura a 95-100 °C seguita da refrigerazione per una notte (il raggiungi-
mento dell’equilibrio senza cottura richiede un periodo più prolungato di refrigerazione)6.
Mediante infusione del prodotto umido è stato anche preparato pesce gatto fritto IMF 9.

Gli alimenti per animali da compagnia sono più spesso preparati mediante miscelazione
degli ingredienti. La composizione caratteristica di uno di questi prodotti è riportata nella
tabella 18.5. La procedura generale per la preparazione di un prodotto di questo tipo è la
seguente. La carne e i prodotti carnei vengono macinati e successivamente miscelati con gli
ingredienti liquidi. L’impasto ottenuto viene cotto, o sottoposto ad altro trattamento termico,
e quindi miscelato con gli ingredienti secchi (sali, zuccheri, solidi secchi ecc.). Dopo essere
stato perfettamente amalgamato, l’impasto può essere sottoposto a ulteriore cottura o ad altro
trattamento termico prima dell’estrusione e del confezionamento. Il materiale estruso può
essere sagomato in forma di polpette oppure confezionato sciolto. La tabella 18.6 riporta la
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Tabella 18.5 Composizione tipica di alimenti a umidità intermedia per cani

Ingredienti % Ingredienti %

Sottoprodotti di carne 32,0 Sorbitolo 2,0
Fiocchi di soia 33,0 Grasso animale 1,0
Zuccheri 22,0 Emulsionante 1,0
Latte magro in polvere 2,5 Sale 0,6
Calcio e fosforo 3,3 Sorbato di potassio 0,3
Propilenglicole 2,0 Minerali, vitamine, coloranti 0,3

(Da Kaplow19, copyright © 1970 Institute of Food Technologists)



composizione dell’Hennican, un prodotto IMF a base di pollo che fu oggetto dei primi studi
sugli IMF. Secondo Acott e Labuza1, questo prodotto è un adattamento del pemmican, un ali-
mento utilizzato in passato dagli indiani d’America per affrontare i viaggi e l’inverno, pre-
parato con carne di bufalo essiccata e bacche. Sia il contenuto di umidità sia il valore di aw

di tale sistema possono essere modificati variando la miscela di ingredienti.
Gli umettanti comunemente utilizzati nelle formulazioni di cibo per animali sono propi-

lenglicole, polialcoli (per esempio sorbitolo), polietilenglicole, glicerolo, zuccheri (saccaro-
sio, fruttosio, glucosio e sciroppo di mais) e sali (NaCl, KCl ecc.). I micostatici comunemen-
te impiegati sono propilenglicole, sorbato di potassio, benzoato di sodio e altri. Il pH di que-
sti prodotti può andare da 5,4 a 7,0.

18.4.2  Aspetti microbiologici degli IMF

Dato il loro intervallo di aw, è improbabile che i batteri Gram-negativi possano proliferare nei
prodotti IMF; ciò vale anche per la maggior parte dei batteri Gram-positivi, con l’eccezione
di cocchi, alcuni sporigeni e lattobacilli. Oltre all’inibizione dovuta ai bassi valori di aw, l’at-
tività antimicrobica risulta dall’interazione tra pH, potenziale redox (Eh), conservanti aggiun-
ti (compresi alcuni umettanti), microflora competitiva, temperature di conservazione general-
mente basse e pastorizzazione o altri processi termici applicati durante la produzione.

L’evoluzione di S. aureus S-6 in cubetti di carne di maiale IM contenente glicerolo a 25 °C
è illustrata nella figura 18.1. Nel campione ottenuto per desorbimento con un valore di aw

pari a 0,88, il numero di cellule rimane stazionario per circa 15 giorni e poi aumenta legger-
mente, mentre nel sistema IM ottenuto per adsorbimento con la stessa aw, le cellule muoio-
no lentamente durante le prime tre settimane e più rapidamente in seguito. A tutti i valori di
aw inferiori a 0,88 i microrganismi muoiono, con una velocità considerevolmente maggiore
a 0,73 rispetto a valori di aw più elevati27. Risultati simili sono stati riportati da Haas e col-
leghi15, che hanno osservato che un inoculo di 105 cellule di stafilococchi all’interno di un
sistema di carne e zucchero con aw pari a 0,80 diminuiva fino a 3×103 dopo 6 giorni e fino
a 3×102 dopo 1 mese. Sebbene S. aureus possa crescere anche a valori di aw pari a 0,83, le
enterotossine non vengono prodotte con valori inferiori a 0,8635. Sembra che l’enterotossina
A sia prodotta a valori di aw più bassi rispetto all’enterotossina B36. 

Utilizzando il modello IM Hennican a pH 5,6 e aw 0,91, Boylan e colleghi5 hanno dimo-
strato che l’efficacia del sistema IM verso S. aureus F265 variava in funzione di entrambi i
parametri. I sistemi preparati mediante adsorbimento risultano più distruttivi per i microrga-
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Tabella 18.6 Composizione di Hennican

Componenti Quantità (sul peso umido, %)

Uva passa 30
Acqua 23
Arachidi 15
Pollo (liofilizzato) 15
Latte magro in polvere 11
Burro di arachidi 4
Miele 2

Contenuto di umidità = 41 g di acqua/100g di solidi; aw = 0,85.
(Da Acott e Labuza1, copyright © 1975 Institute of Food Technologists)



nismi rispetto a quelli preparati mediante desorbimento. Labuza e colleghi22 hanno osserva-
to che i valori minimi di aw si riscontrano nei sistemi IMF ottenuti mediante desorbimento,
ma che nei sistemi preparati mediante adsorbimento la crescita microbica è inibita a valori
di aw più elevati. Infatti, S. aureus era inibito a valori di aw pari a 0,9 nei sistemi per adsor-
bimento, mentre erano necessari valori compresi tra 0,75 e 0,84 nei sistemi per desorbimen-
to. Un effetto analogo è stato osservato per muffe, lieviti e Pseudomonadaceae.

In relazione all’effetto dei sistemi IMF sulla distruzione termica dei batteri, la resistenza
al calore aumenta con la diminuzione di aw e il grado di resistenza dipende dai composti
impiegati per controllare tale parametro (tabella 17.3). In uno studio sulla velocità di morte
di salmonelle e stafilococchi nel range IM di circa 0,8 alle temperature di pastorizzazione
(50-65 °C), è stato osservato che la morte cellulare segue una cinetica del primo ordine18; tale
studio ha confermato i risultati di molti altri ricercatori, secondo i quali la distruzione termi-
ca delle cellule vegetative raggiunge un minimo nel range di aw degli IM, specialmente quan-
do viene utilizzato un mezzo solido. Alcuni valori del tempo di riduzione decimale (D) per
la distruzione termica di Salmonella Senftenberg 775W a diversi valori di aw sono riportati
nella tabella 17.3. 

Per quanto riguarda le muffe nei sistemi IMF, questi prodotti dovrebbero risultare abba-
stanza stabili se il valore di aw viene ridotto a circa 0,7, ma in tal modo si ottengono alimen-
ti secchi. Numerose muffe sono in grado di crescere a valori intorno a 0,80; la shelf life degli
IM destinati all’alimentazione animale (pet foods) è infatti generalmente limitata dalla cre-
scita di questi microrganismi. L’interazione di diversi parametri IM sull’inibizione delle
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Figura 18.1 Vitalità di Staphylococcus aureus in sistemi IMF: cubetti di maiale e glicerolo a 25 °C.
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muffe è stata dimostrata da Acott e colleghi2. Nel loro studio su sette inibitori chimici – uti-
lizzati da soli e in combinazione per inibire inoculi di Aspergillus niger e A. glaucus – il pro-
pilenglicole è risultato l’unico agente consentito efficace quando utilizzato da solo. Nessuno
degli agenti testati si è dimostrato efficace da solo a valori di aw pari a 0,88, mentre utilizzati
in combinazione rendevano il prodotto stabile. Tutti gli inibitori sono risultati più efficaci a
pH 5,4 e aw pari a 0,85 che a pH 6,3. La crescita dei due funghi si verificava in due settima-
ne nella formulazione con aw uguale a 0,85 e in assenza di inibitori, ma si verificava solo
dopo 25 settimane quando venivano aggiunti sorbato di potassio e propionato di calcio
(tabella 18.7). La crescita di Staphylococcus epidermidis era inibita da entrambi i fungistatici,
con un effetto inibitorio maggiore quando aw era uguale a 0,85 rispetto a 0,88. Questo è pro-
babilmente un esempio degli effetti combinati di pH, aw e altri parametri sull’inibizione della
crescita microbica nei sistemi IMF.

18.4.3  Stabilità degli IMF

I cambiamenti chimici indesiderati che si verificano nei prodotti essiccati avvengono anche
negli IMF. In generale, gli intervalli dei valori di aw e della percentuale di umidità dei pro-
dotti IMF sono ottimali per l’ossidazione dei lipidi e per l’imbrunimento di Maillard; tutta-
via, l’imbrunimento di Maillard avverrebbe a velocità massima nell’intervallo di aw 0,4-0,5,
in particolare quando si utilizza glicerolo come umettante37.

Per impedire la crescita delle muffe e assicurare la stabilità generale, è imperativo conser-
vare gli IMF in appropriate condizioni di umidità; a tale scopo è importante determinare
l’umidità relativa di equilibrio (ERH o URE). ERH è una misura dell’acqua che può essere
rimossa per desorbimento da un prodotto alimentare ed è definita dall’equazione:

ERH = (Pequ/Psat),     T, P = 1 atm

dove Pequ è la pressione parziale del vapor d’acqua in equilibrio con il campione in aria a
1 atm di pressione totale e alla temperatura T; Psat è la pressione parziale di saturazione del
vapore dell’acqua in aria alla pressione totale di 1 atm e alla temperatura T16. Un alimento
esposto all’aria umida scambia acqua fino a quando la pressione parziale di equilibrio a quel-
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Tabella 18.7 Tempi di crescita di microrganismi inoculati in alimenti per cani addizionati
di inibitori, pH 5,4

Condizioni di conservazione

Inibitore aw 0,85; conservazione: 9 mesi aw 0,88; conservazione: 6 mesi

Senza aggiunta di inibitori A. niger 2 settimane A. niger 1 settimana
A. glaucus 1 settimana A. glaucus 1 settimana
S. epidermidis 2 settimane S. epidermidis 0,5 settimana

Sorbato di potassio (0,3%) Nessuna muffa A. niger 5 settimane
S. epidermidis 25 settimane S. epidermidis 3,5 settimane

Propionato di calcio (0,3%) A. niger 25 settimane A. glaucus 2 settimane
A. glaucus 25 settimane S. epidermidis 1,5 settimane
S. epidermidis 3,5 settimane

Muffa: primi segni visibili; batteri: aumento di 2 unità logaritmiche.
(Da Acott et al.2, copyright © 1976 Institute of Food Technologists)



la temperatura diventa uguale alla pressione parziale dell’acqua nell’aria umida, cosicché il
valore di ERH è una misura diretta per stabilire se l’umidità verrà assorbita o desorbita spon-
taneamente. Nel caso di alimenti confezionati o protetti con materiali impermeabili all’umi-
dità, l’umidità relativa dell’atmosfera nello spazio di testa della confezione è determinata dal
valore di ERH dell’alimento, che è a sua volta controllato dalla natura dei solidi in esso
disciolti, dal rapporto tra solidi e umidità e da fattori simili30. Sia i prodotti IMF tradizionali
sia quelli di nuova concezione possiedono una shelf life più lunga a valori di ERH più bassi.

Oltre all’effetto diretto dell’imballaggio sul valore di ERH, i materiali impermeabili ai gas
influiscono sul potenziale di ossidoriduzione (Eh) dei prodotti confezionati, con conseguen-
te effetto inibitorio sulla crescita dei microrganismi aerobi.

18.4.4  IMF e transizione vetrosa

L’impiego dei valori di aw per gli IMF è stato messo in discussione da alcuni ricercatori,
secondo i quali la dinamica dell’acqua può essere un miglior predittore dell’attività microbi-
ca in tali sistemi; questo concetto si riferisce alla matrice amorfa dei componenti alimentari
sensibili ai cambiamenti del contenuto di umidità e della temperatura. La matrice può esiste-
re sia in uno stato “vetroso” molto viscoso, sia in uno stato più liquido “gommoso” amorfo.
Lo stato vetroso si riferisce all’aumento di viscosità di un sistema amorfo acquoso e il siste-
ma gommoso implica una riduzione o l’inibizione della capacità di fluire. Nello stato vetro-
so, la cristallizzazione dei costituenti è limitata. La transizione vetroso-gommoso si verifica
alla temperatura caratteristica Tg; all’aumentare del contenuto di umidità, tale transizione
può avvenire anche a temperature inferiori. La temperatura di transizione Tg è stata proposta
come parametro predittore della stabilità dei sistemi IMF migliore di aw

32,33.
La validità e l’utilità di Tg in relazione alla stabilità dei sistemi IMF su scala più ampia

rimane ancora da verificare. In uno studio comparativo, tale parametro non si è dimostrato
più valido di aw come predittore della crescita microbica negli alimenti8.
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I metodi presentati nei sei precedenti capitoli sono ben noti e largamente impiegati in tutto
il mondo. In questo capitolo ne sono discussi altri molto meno utilizzati, ma di grande inte-
resse per il futuro.

19.1  Alte pressioni idrostatiche

L’impiego di trattamenti basati su alte pressioni idrostatiche (HHP, high hydrostatic pressure),
o pascalizzazione, per ridurre o distruggere i microrganismi negli alimenti risale al 188411.
Nel 1889 Hite applicò con successo le pressioni idrostatiche per migliorare la qualità del
latte18 e nel 1914 dimostrò la suscettibilità a tale trattamento dei microrganismi presenti
nella frutta19. L’idea di utilizzare questo metodo per controllare i microrganismi e conserva-
re gli alimenti ha dunque una storia lunga, ma sono relativamente recenti studi dettagliati in
materia. L’attuale interesse sembra dovuto alla richiesta da parte dei consumatori di alimen-
ti minimamente processati, ai costi minori e alla maggiore disponibilità degli impianti di
processo. I trattamenti con HHP possono essere applicati a temperatura ambiente e – con
l’eccezione di alcuni vegetali – non influiscono sul colore, sulla forma e sul contenuto di
nutrienti della maggior parte degli alimenti. In Giappone, dagli inizi degli anni Novanta,
sono disponibili in commercio almeno 10 alimenti trattati con HHP, tra i quali puree di frut-
ta, marmellate, succhi di frutta e torte8. 

In considerazione delle elevate pressioni idrostatiche utilizzate, per questi trattamenti è
necessario disporre di una camera adatta alle alte pressioni (cilindro d’acciaio) e di pompe
in grado di generare pressioni di diverse centinaia di megaPascal (MPa) (1 MPa = 10 atm;
100 MPa =1 kbar). I tempi di innalzamento e abbassamento della pressione sono importan-
ti: sono comuni velocità di 2-3 MPa/sec. L’alimento, inserito in un adatto contenitore sigil-
lato, viene posto nel cilindro contenente un liquido poco comprimibile come l’acqua. La
pressione viene generata da una pompa e può essere applicata in modo costante (processo
statico) o a cicli alternati; nel secondo caso possono essere applicati 2-4 cicli di pressione,
con tempi di applicazione variabili per ciascun ciclo. In uno studio sull’inattivazione di
Zygosaccharomyces bailii il trattamento a cicli alternati è risultato più efficace di quello sta-
tico38; con un inoculo iniziale di circa 1,6 ×106 ufc/mL, i trattamenti alternati, con tempi di
mantenimento di 20 minuti complessivi a 276 MPa, hanno ridotto la carica a < 10 ufc/mL
(figura 19.1). Le cellule erano sospese in brodo Sabouraud al 2% di glucosio, addizionato di
saccarosio fino a ottenere un aw di 0,98. In uno studio precedente condotto su spore di Geo-
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bacillus stearothermophilus, venivano distrutte 106 spore/mL dopo sei cicli di 5 minuti a 600
MPa e 70 °C, mentre un processo statico a 800 MPa e a 60 °C per 60 minuti il numero delle
spore veniva ridotto a 102/mL15. Con entrambi i metodi, l’azione è istantanea e uniforme
attraverso il contenitore, indipendentemente dalla sua dimensione, e il trattamento risulta
ugualmente efficace sia per gli alimenti liquidi sia per quelli solidi.

Per ottenere l’azione antimicrobica sono necessarie pressioni di 200-1000 MPa, con valo-
ri variabili a seconda degli altri parametri. (Per ulteriori informazioni sull’applicazione delle
alte pressioni idrostatiche per la conservazione degli alimenti, si rinvia al riferimento 8.)

19.1.1  Alcuni principi ed effetti delle HHP su alimenti e microrganismi

Di seguito sono riportati alcuni effetti noti delle alte pressioni idrostatiche di interesse per la
conservazione degli alimenti.

1. Le pressioni idrostatiche sono atermiche e non provocano rottura dei legami covalenti
(quindi non influenzano l’aroma dell’alimento), ma possono compromettere i legami idro-
geno, disolfuro e ionici. Sono efficaci a temperature ambiente e di refrigerazione.

2. Tra 400 e 600 MPa le proteine sono rapidamente denaturate.
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Figura 19.1 Conta dei sopravvissuti di Zygosaccharomyces bailii dopo cicli di pressurizzazione (5 minu-
ti ognuno) a 207 (�), 241 (��) o 276 MPa (�) o pressurizzazione continua a 207 (�), 241 (�) o 276 MPa
(�). (Riproduzione autorizzata da Palou et al39, University of Washington Pullman, Washington, Oscilla-
tory high hydrostatic pressure inactivation of Zygosaccharomyces bailii, Journal of Food Protection
61:1214, copyright © 1998 International Association of Milk, Food and Environmental Sanitarians)
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3. Pressioni fino a 450 MPa possono inattivare le cellule vegetative nel seguente ordine di
sensibilità decrescente: cellule eucariote, batteri Gram-negativi, funghi, batteri Gram-
positivi, endospore batteriche. Le cellule in fase stazionaria tendono a essere più resisten-
ti di quelle in fase di crescita logaritmica16.

4. I microrganismi presenti in alimenti disidratati, come le spezie, sono altamente resistenti
alle HHP (baroresistenti); in generale, la baroresistenza aumenta al diminuire di aw.

5. In generale, la baroresistenza tende a essere correlata con la resistenza termica, ma ciò
non si verifica per tutti i microrganismi.

6. Per distruggere gli sporigeni in presenza di condizioni ottimali, sono necessarie pressioni
comprese tra 450 e 800 MPa; alcune spore richiedono pressioni superiori a 1000 Mpa.

7. La morfologia della cellula viene alterata e i ribosomi sono distrutti.
8. I cambiamenti che si verificano nel complesso lipoproteico della membrana cellulare

determinano l’aumento della fluidità di quest’ultima.
9. L’ATPasi viene inattivata e ciò conduce a una carenza di ATP intracellulare, mentre gli

enzimi ossidativi della frutta sono baroresistenti.
10. Sebbene le HHP siano generalmente inefficaci contro la parete dei batteri, mostrano un

effetto sinergico con: batteriocine (sia sui Gram-positivi sia sui Gram-negativi), calore,
bassi valori di pH, CO2 e lisozima. 

11. Poiché le cellule danneggiate dalle HHP possono rivitalizzarsi negli alimenti e sviluppar-
si nel tempo, è necessario prevenire tale fenomeno31.
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Figura 19.2 Inattivazione di L. monocytogenes 2433 in tampone fosfato 10 mM (pH 7,0) a 20 °C con
HHP a 300 MPa (�), 350 MPA (�), 375 (▲) e 400 MPa (��). No = numero iniziale di cellule; N = numero
di sopravvissuti. Ciascun punto rappresenta la media di tre valori. (Riproduzione autorizzata da Pat-
terson et al.42, Qeens University of Belfast, N. Ireland. Sensitivity of vegetative pathogens to high
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12. Le endospore batteriche mostrano elevata resistenza; quando si verifica, l’inattivazione
sembra essere il risultato dell’induzione della germinazione e della successiva distruzio-
ne delle cellule vegetative.

13. Le spore di G. stearothermophilus possono essere ridotte con un metodo di decompressio-
ne rapida che prevede l’applicazione di 200 MPa a 75 °C per 60 minuti15.

14. In uno studio sull’effetto delle HHP sulla germinazione delle spore, 100 MPa induceva-
no la germinazione in B. subtilis e 550 MPa aprivano i canali per il rilascio di acido dipi-
colinico conducendo agli ultimi stadi della germinazione delle spore36.

19.1.2  Effetti delle HHP su specifici microrganismi di origine alimentare

La determinazione dei valori di riduzione decimale (DMPa) relativi ai trattamenti con HHP è
spesso difficile per la caratteristica forma “a coda” delle curve di sopravvivenza, dimostrata
da numerosi ricercatori. Nelle curve di inattivazione di Listeria monocytogenes riportate in
figura 19.2 tale effetto può essere osservato tra 20 e 30 minuti dopo i trattamenti a 375 e 400
MPa31. Metrick e colleghi31 hanno riportato i valori di DMPa a 340 MPa e 23 °C per due sal-
monelle in soluzione tampone e in campioni di pollo. Per Salmonella Typhimurium nel siste-
ma tampone e nei campioni di pollo i valori di DMPa erano pari, rispettivamente, a 7,40 e 7,63
minuti; per S. Senftemberg i corrispondenti valori erano 4,20 e 7,13 minuti. Questi ricerca-
tori sono riusciti a calcolare i valori di DMPa nonostante la particolare forma a coda delle
curve di sopravvivenza. In uno studio più recente il valore di DMPa per S. Typhimurium in
campioni di lonza fresca di maiale a 25 °C e 414 MPa è risultato 1,48 3. Nello stesso studio,
per Listeria monocytogenes è stato calcolato un valore di D a 414 MPa pari a 2,17 minuti. In
un’altra ricerca, per L. monocytogenes Scott A in braciole di maiale è stato ottenuto un valo-
re di D a 350 MPa di 8,52 minuti33; questo microrganismo è risultato più resistente della
microflora indigena presente sulle braciole di maiale.

In uno studio condotto su S. cerevisiae in succo di arancia, Zook e colleghi64 hanno riscon-
trato i seguenti valori di D: 10,81 con 300 MPa, 0,97 con 400 MPa e 0,18 minuti con 500
MPa; il valore di z era intorno a 117 MPa; i risultati erano analoghi per il succo di mela64. 

È stato studiato l’effetto di aw e del sorbato di potassio sull’inattivazione di Z. bailii in un
sistema di laboratorio a 21 °C e pH 3,5; i tempi richiesti per l’inattivazione del microrgani-
smo (limite di rilevazione <10 ufc/mL) nelle condizioni del test sono stati i seguenti38:

aw = 0,98 + sorbato di potassio ≥ 345 MPa = < 2 minuti
aw = 0,98 (senza sorbato) 517 MPa = ≥ 4 minuti
aw = 0,95 + sorbato di potassio ≥ 517 MPa = 4 minuti
aw = 0,95 (senza sorbato) ≥ 517 MPa = 10 minuti

Questi risultati dimostrano l’effetto antagonista dei bassi valori di aw e l’effetto di potenzia-
mento del sorbato di potassio sulle HHP; gli autori della ricerca hanno concluso che un tratta-
mento a 689 MPa poteva inattivare circa 105 cellule di Z. bailii indipendentemente dal valore
di aw, dalla presenza di 1000 ppm di sorbato di potassio o dalla durata del trattamento38. In un
altro studio 108 ufc/mL di Z. bailii sono state completamente inattivate con un trattamento a
304 MPa per 10 minuti a 25 °C in tampone citrato a pH 3,0 40; applicando nello stesso mezzo
di sospensione una pressione di 152 MPa per 30 minuti non è stato osservato alcun effetto.

L’influenza del pH sull’inattivazione di E. coli O157:H7 con HHP è stato valutato utiliz-
zando succo d’arancia inoculato con 108 ufc/mL e aggiustando il pH dei campioni da 3,4 a
5,0 26. Le condizioni che permettevano una riduzione di 6 unità logaritmiche del microrgani-
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smo erano le seguenti: 550 MPa per 5 minuti in succo d’arancia con pH 3,4, 3,6, 3,9 o 4,5
ma non con pH 5,0. Una riduzione analoga è stata conseguita a pH 5,0 combinando il tratta-
mento con HHP con un blando trattamento termico (30 °C)26.

È stato studiato l’effetto combinato di nisina e HHP su Listeria innocua e su E. coli in
uova intere liquide (pH 8,0): con 5 mg/L di nisina e 450 MPa a 20 °C per 10 minuti sono state
ottenute riduzioni di 5 unità logaritmiche di E. coli e di 6 unità per L. innocua44. In uno stu-
dio precedente, la letalità dei trattamenti con HHP è stata aumentata impiegando nisina e la
batteriocina Pediocina AcH 23. Oltre a questi, numerosi altri additivi alimentari aumentano
l’efficacia delle HHP abbassando la baroresistenza dei batteri45.

L’esposizione a circa 350 MPa è stata sufficiente per estendere a 30 giorni la shelf life a
temperatura di refrigerazione, di carne di pollame disossata meccanicamente, contenente 100
ppm di nisina e l’% di glucono-delta-lattone63. Patterson e colleghi42 hanno studiato la sen-
sibilità relativa di sei microrganismi patogeni di origine alimentare in soluzione tampone,
latte e carne di pollame: la maggiore sensibilità si è osservata in Yersinia enterocolitica, con
una riduzione di oltre 105 ufc/mL in soluzione tampone a pH 7,0, applicando 275 MPa per
15 minuti. Per ottenere analoga riduzione degli altri cinque microrganismi nelle stesse con-
dizioni, è stato necessario applicare le seguenti HHP:

Y. enterocolitica 275 MPa
Salmonella Typhimurium 350 MPa
L. monocytogenes 375 MPa
Salmonella Enteritidis 450 MPa
Staphylococcus aureus 700 MPa
Escherichia coli O157:H7 700 MPa

L’efficacia delle HHP contro V. parahaemolyticus e L. monocytogenes è stata dimostrata
da Styles e colleghi58: con 170 MPa a 23 °C per 10 minuti sono state inattivate circa 106 cel-
lule/mL del primo microrganismo nel liquido intervalvare di vongole; mentre per inattivare
circa 106 ufc/mL di L. monocytogenes in latte UHT è stato necessario impiegare 340 MPa a
23 °C per 80 minuti. 

Trattando latte intero (3,5% di grassi) e latte scremato (0,3% di grassi) con 400 MPa a
25 °C per 30 minuti, la shelf life a temperature di refrigerazione è stata estesa da 15 giorni
(latte non trattato) a 45 giorni13. Tuttavia, poiché la plasmina non era inattivata, si verificava
l’idrolisi della caseina con alterazione dell’aroma durante la conservazione prolungata. In un
altro studio, la combinazione delle HHP con un blando trattamento termico si è dimostrata
molto efficace per distruggere E. coli O157:H7 e S. aureus41. Trattando latte intero UHT e
carne di pollame con 400 MPa a 50 °C per 15 minuti, si è ottenuta una riduzione di E. coli
O157:H7 di 6 unità logaritmiche nel pollame e di 5 nel latte, mentre con 400 MPa a 20 °C la
riduzione è stata inferiore a 1 ciclo logaritmico. È interessante osservare che S. aureus è stato
inattivato più efficientemente nel latte che nella carne di pollo.

In uno studio sull’effetto delle HHP su Vibrio spp., Berlin e colleghi5 hanno rilevato che
250 MPa per 15 minuti o 300 MPa per 5 minuti a 25 °C riducevano una miscela di cinque
specie a livelli non determinabili; le specie e i ceppi testati erano V. parahaemolyticus, V. vul-
nificus, V. cholerae O1 e non-O1, V. hollisae e V. mimicus. Utilizzando ostriche, livelli fino
a 8,1 ×107 ufc/g di V. parahaemolyticus o fino a 2,5 ×107 ufc/g di V. vulnificus venivano
ridotti a <10 ufc/g con 200 MPa per 10 minuti a 25 °C. 

In una ricerca la popolazione microbica dei vegetali non era praticamente influenzata da
trattamenti con 100 e 200 MPa a 20 °C per 10 minuti oppure a 10 °C per 20 minuti, mentre
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a 300 MPa le riduzioni erano significative4. Saccharomyces cerevisiae era efficacemente
ridotto da 300 MPa a 10 °C per 20 minuti, mentre erano necessari 350 MPa per ridurre la
maggior parte dei batteri Gram-negativi e delle muffe; i Gram-positivi non erano completa-
mente distrutti con pressioni di 400 MPa. Gli autori di questa ricerca hanno, tuttavia, osser-
vato alcuni cambiamenti indesiderabili nei vegetali trattati con pressioni > 300 MPa. Per
esempio, la buccia dei pomodori si staccava e la lattuga, pur conservando la sua consisten-
za, presentava imbrunimenti. In un altro studio, trattamenti con 400 MPa per 30 minuti a
5 °C determinavano una perdita di nutrienti nelle foglie di spinacio, mentre l’accettabilità del
cavolfiore era meglio preservata47. I trattamenti HHP non sembrano dunque adatti per la con-
servazione di alcuni vegetali freschi.

A pressioni elevate la CO2 ha un effetto antimicrobico considerevolmente maggiore che
in condizioni atmosferiche. In uno studio, a 6,18 MPa per 2 ore la CO2 riduceva circa 109

ufc/mL di L. monocytogenes a livelli non rilevabili in acqua distillata o brodo, mentre impie-
gando N2 non si otteneva lo stesso risultato60. A pressioni di 13,7 MPa la CO2 era efficace
contro L. monocytogenes e Salmonella sierotipo Typhimurium in carne di pollo, tuorli d’uo-
vo, gamberetti e succo d’arancia. In un altro studio, la concentrazione di CO2 disciolta veni-
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Figura 19.3 Effetto della pressione sull’inattivazione di S. cerevisiae (�), T. versatilis (�) e Z. rouxii (��).
Il trattamento è stato condotto insufflando CO2 a una velocità di 2,0 kg/ora e a 35 °C. (Riproduzione
autorizzata da Shimoda et al.54, Antimicrobial effects of pressured carbon dioxide in a continuous
flow system, Journal of Food Science; 63: 712, copyright © 1998 Institute of Food Technologists)



va aumentata insufflando microbolle di CO2 sotto pressione. A 6 MPa, 35 °C e con un tempo
di mantenimento di 15 minuti, sono stati ottenuti i seguenti risultati54: Lactobacillus brevis
era completamente inibito a ≥ 11 γ (γ è il coefficiente di Kuenen per l’assorbimento dei gas);
E. coli e S. cerevisiae erano inibiti a ≥ 17 γ; Torulopsis versatilis richiedeva ≥ 21 γ; Z. rouxii
poteva essere sterilizzato a 10 MPa e 26 γ. La maggiore baroresistenza di Z. rouxii rispetto a
T. versatilis e S. cerevisiae è mostrata in figura 19.3.

Virus incapsulati, come i cytomegalovirus e herpes simplex tipo 1, sono stati inattivati a
300 MPa e 25 °C per 10 minuti; sindbis virus resisteva a 700 MPa8. Sembra che la pressione
danneggi la capsula virale e impedisca alle particelle virali di legarsi alla cellula ospite.

Combinando un trattamento a 392 MPa per 10 minuti a 45 °C con concentrazioni non
superiori all’1,0% di laurato di saccarosio, è stato possibile ridurre di 3,5-5,0 unità logarit-
miche (carico iniziale 106 ufc/mL) le spore di B. subtilis in latte, di B. coagulans in succo di
pomodoro e di Alicyclobacillus sp. in succo di pomodoro e in succo di mela. I valori di D a
500 MPa per le spore di un ceppo di Bacillus anthracis incapace di produrre sostanze tossi-
che sono risultati pari a 4 minuti a 75 °C e a 160 minuti a 20 °C 9; a 20 °C il valore di D in
condizioni atmosferiche (0,1 MPa) era pari a 348 minuti (5,8 ore).

I valori di D e di z per le ascospore di S. cerevisiae sono stati determinati in succo di frut-
ta tamponato a pH 3,5-5,0 contenente circa 106 ascospore/mL: a 500 MPa il valore di D era
8 secondi, con z compreso tra 115 e 121 MPa; a 300 MPa D era uguale a 10,8 minuti64. Con
un’esposizione a 700 MPa per 60 minuti a 20 °C la riduzione delle ascospore di Talaromyces
macrosporus è stata inferiore a 2 unità logaritmiche52. Le spore di due ceppi di C. botulinum
tipo A in polpa di granchio sono state ridotte di 2,7 e 3,2 unità logaritmiche a 827 MPa per
15 minuti51.

I rotavirus si sono dimostrati estremamente sensibili alle HHP: in una coltura tissutale,
200 MPa per 2 minuti a 25 °C hanno determinato una riduzione della carica iniziale di circa
8 unità logaritmiche24. Una piccola frazione di virus riusciva a resistere fino a 800 MPa per
10 minuti. I virus erano resistenti a campi elettrici pulsati (vedi oltre) di 20-29 kV/cm2.

Vibrio parahaemolyticus è stato ridotto a livelli non determinabili con trattamenti con
345 MPa per 30 secondi in brodo e per 90 secondi in ostriche vive7. Un trattamento con 345
MPa a 50 °C per 5 minuti si è dimostrato efficace per ridurre di oltre 8 unità logaritmiche i
seguenti microrganismi: L. monocytogenes (due ceppi), E. coli O157:H7 (due ceppi) e un
ceppo per ciascuno di S. Enteritidis, S. Typhimurium e Staphylococcus aureus. Aggiungen-
do acido citrico o acido lattico fino a pH 4,5, si sono ottenute riduzioni ulteriori di 1,3-1,9
unità logaritmiche1.

Il valore della conta aerobia in piastra (APC) di ostriche in guscio trattate con due cicli di
5 minuti a 400 MPa e 7 °C veniva ridotto di circa 5 unità logaritmiche e le ostriche rimane-
vano stabili per 41 giorni a 2 °C 28.

Una riduzione del valore di APC di circa 4 unità logaritmiche è stata ottenuta con 500
MPa per 5 o 15 minuti a 65 °C in salsicce confezionate sotto vuoto conservate a 2 o a 8 °C 62.
I batteri psicrotrofi e quelli enterici venivano distrutti dal trattamento termico e nei campio-
ni trattati non sono stati rilevati né L. monocytogenes né S. aureus.

Campioni di pesce in sacchetti di plastica (circa 100 g/sacchetto) contenenti 13-118 larve
di Anisakis simplex sono stati esposti a diversi livelli di pressione; la completa distruzione
delle larve è stata ottenuta con i seguenti trattamenti: 414 MPa per 30-60 secondi; 276 MPa
per 90-180 secondi; 207 MPa per 180 secondi10; tutti i trattamenti hanno determinato un
significativo aumento della bianchezza delle carni trattate. In un altro studio, tutte le larve di
A. simplex sono state distrutte con 200 MPa per 10 minuti a 0-15 °C; con 140 MPa, lo stes-
so risultato ha richiesto un tempo di esposizione di circa un’ora32.
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Semi di crescione, sesamo, ravanello e senape sono stati inoculati e sottoposti a tratta-
menti con HHP in diverse condizioni. Nei semi di crescione inoculati con sette specie bat-
teriche, un trattamento con 300 MPa per 15 minuti a 30 °C ha ridotto di oltre 6 unità loga-
ritmiche S. Typhimurium, E. coli 1655 e L. innocua, di oltre 4 unità logaritmiche E. coli 1010
e Shigella flexneri e di 2 unità logaritmiche S. aureus 61. Su Enterococcus faecalis non si sono
praticamente avuti effetti (figura 19.4).

L’efficacia dei trattamenti con HHP nel controllo dei microrganismi in alcuni alimenti è
complessivamente ben documentata. L’applicazione più ragionevole di questa tecnologia
sembra essere nel prolungamento della shelf life degli alimenti a elevata acidità e delle semi-
conserve. In combinazione con un trattamento termico blando e ionofori come la nisina, le
HHP possono essere utilizzate per distruggere le forme vegetative dei patogeni. Prima di poter
considerare gli alimenti trattati con HHP equivalenti, in termini di sicurezza e shelf life, a
quelli trattati termicamente, dovranno essere condotte numerose ricerche. Per approfondimen-
ti sugli effetti delle HHP sulle cellule vegetative e sulle spore, si vedano le referenze 56 e 17.

19.2  Campi elettrici pulsati

Questo metodo fisico consiste nell’applicare ad alimenti posti tra due elettrodi campi elettri-
ci intensi per brevi tempi di esposizione (microsecondi). Analogamente ai trattamenti con
HHP, anche questo processo non è di tipo termico. L’effetto letale è essenzialmente una fun-
zione dell’intensità, dell’ampiezza e della frequenza dell’impulso. La generazione di un
campo elettrico pulsato (PEF) richiede una fornitura di energia elettrica pulsata e una came-
ra idonea per il trattamento.

L’impiego di correnti elettriche per distruggere i microrganismi è stato studiato negli anni
Venti, ma le prime ricerche erano basate sull’applicazione ad alimenti liquidi di correnti con-
tinue, che provocavano aumento di temperatura e formazione di radicali liberi. L’utilizzo dei
campi elettrici pulsati risale alla metà degli anni Sessanta. Le onde elettriche pulsate utiliz-
zate possono essere quadre o a decadimento esponenziale; le prime sono più letali delle
seconde. In uno studio la concentrazione di E. coli è stata ridotta del 99%, dopo 100 micro-
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secondi a 7 °C, impiegando onde quadre, mentre con il metodo a decadimento esponenziale
la riduzione è stata del 93%46.

Di seguito sono riportate alcune proprietà generali e caratteristiche dei campi elettrici pul-
sati applicati agli alimenti.

1. Le cellule batteriche Gram-negative sono più sensibili delle Gram-positive o dei lieviti.
2. Le cellule vegetative sono più sensibili delle spore.
3. Le cellule microbiche sono più sensibili nella fase di crescita esponenziale che in quella

stazionaria.
4. La morte delle cellule per effetto dei PEF sembra dovuta alla distruzione della funziona-

lità della membrana cellulare in seguito a elettroporazione (formazione di pori per effetto
della corrente elettrica). È stato suggerito che l’inattivazione batterica per effetto dei PEF
possa essere un fenomeno del tipo “tutto o niente”, poiché non è stato possibile rilevare
danni subletali55.

5. In generale, gli effetti antimicrobici dei PEF sono funzione dell’intensità del campo elet-
trico applicato, del tempo di esposizione e della temperatura, con la sensibilità delle cel-
lule che aumenta all’aumentare della temperatura. L’effetto della temperatura su L.mono-
cytogenes è mostrato in figura 19.5.

I parametri di una tipica applicazione PEF sono:

– intensità dell’impulso (comunemente da 10 a 90 kV/cm);
– numero di impulsi (ampiamente variabile da 10 ad almeno 70);
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– durata dell’impulso (comunemente 2 microsecondi);
– velocità di flusso (tempo di attraversamento in minuti/ore per un dato volume);
– parametri di processo (i principali sono la temperatura e il pH; tra gli altri potrebbero

esservi aw e la presenza di additivi).

La configurazione di un sistema PEF è illustrata in figura 19.6; alcuni esempi di applica-
zioni per la conservazione degli alimenti sono riportati di seguito. (Per una rassegna sull’ap-
plicazione dei trattamenti PEF agli alimenti, si veda la referenza 22.)

Le cellule di L. monocytogenes sono più sensibili ai PEF quando crescono a 4 °C, piutto-
sto che a 37 °C, e in condizioni di acidità; sono invece più resistenti a bassi valori di aw e quan-
do si trovano nella fase di crescita stazionaria piuttosto che in quella logaritmica2. Sottopo-
nendo succo d’arancia a 30 e a 50 kV/cm a 50 °C, si è ottenuta una riduzione fino a 5 unità
logaritmiche di Leuconostoc mesenteroides, E. coli e L. innocua30. Con 50 kV/cm a 50 °C, le
ascospore di S. cerevisiae sono state ridotte di 2,5 unità logaritmiche al massimo. In un altro
studio effettuato su succo d’arancia, si è osservata una riduzione del valore di APC di oltre 6
cicli logaritmici, trattando il succo fresco con 80 kV/cm, 20 impulsi, pH 3,5, 44 °C e 100
UI/mL di nisina20. Il succo trattato aveva una shelf life a 40 °C di almeno 28 giorni.

È stato dimostrato che un trattamento PEF a 90 kV/cm, 50 impulsi a 55 °C può ridurre di
5,9 unità logaritmiche S. Typhimurium in succo d’arancia25. Nisina e lisozima agiscono
sinergicamente e in combinazione con PEF hanno consentito un’ulteriore riduzione del pato-
geno di 1,37 unità logaritmiche. La sinergia tra nisina e lisozima supporta l’ipotesi che la
membrana plasmatica sia il target del PEF. Con un trattamento PEF a 80 kV/cm, 30 impulsi
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a 42 °C è stata ottenuta una riduzione di 5,35 unità logaritmiche di E. coli O157:H7 inocula-
to in sidro di mela21. Con 90 kV/cm e 10 impulsi a 42 °C si otteneva una riduzione di 5,91
unità logaritmiche del patogeno, mentre aggiungendo cannella in polvere (2%) o nisina
(2,5%) la riduzione era di 6-8 unità logaritmiche21.

Utilizzando latte scremato crudo, il valore di APC è stato ridotto di 7 unità logaritmiche
con 80 kV/cm, 50 impulsi a 52 °C e con l’aggiunta di nisina (38 UI/mL) e lisozima (1638
UI/mL)57. Contro le cellule vegetative di Bacillus cereus, un trattamento con 16,7 kV/cm, 50
impulsi della durata di 2 microsecondi ciascuno più 0,06 ppm di nisina ha permesso di otte-
nere una riduzione di 1,8 unità logaritmiche in più rispetto a quella ottenuta con PEF e nisina
da soli43. In un mezzo simulante il latte, è stata conseguita una riduzione di 5 unità logaritmi-
che di E. coli O157:H7 con la combinazione 5 kV/cm +1200 UI/mL di nisina e aw di 0,95 59.

In uno studio comparativo sull’efficacia di PEF, HHP e calore nel controllo delle ascospo-
re di Z. bailii in succhi di frutta, due impulsi di 32-36,5 kV/cm riducevano le cellule vegeta-
tive e le ascospore, rispettivamente, di 4,5-5 e 3,5-4 unità logaritmiche; con il trattamento
HHP, le cellule vegetative venivano ridotte di quasi 5 unità logaritmiche, mentre le ascospo-
re erano ridotte di sole 0,5-1 unità logaritmiche con 300 MPa per 5 minuti49. In generale, in
tutti i succhi di frutta testati, due impulsi di 32-36,5 kV/cm riducevano le cellule vegetative
o le ascospore di 3,5-5 unità logaritmiche. Le ascospore erano 5-8 volte più resistenti al calo-
re delle cellule vegetative.

Trattando una zuppa di piselli inoculata con 106 ufc/mL di E. coli con due serie di 16
impulsi a 35 kV/cm per un tempo totale di 2 secondi, le cellule microbiche non erano più
rilevabili con il metodo della conta in piastra48. In uno studio precedente, è stato osservato
che i batteriofagi di Lactococcus cremoris erano più sensibili allo shock elettrico di quattro
specie di batteri, comprese le spore di B. subtilis14. (Per ulteriori informazioni sulla conser-
vazione degli alimenti mediante campi elettrici pulsati, si rimanda alla referenza 48.)

19.3  Confezionamento asettico

Nei tradizionali metodi di confezionamento delle conserve in scatola, l’alimento viene steri-
lizzato dopo essere stato posto in contenitori non sterili, che vengono chiusi prima del trat-
tamento termico. Nel confezionamento asettico, l’alimento già sterile viene posto in conte-
nitori precedentemente sterilizzati, e questi vengono sigillati in condizioni di asepsi. Sebbe-
ne sia stata brevettata nei primi anni Sessanta, la tecnologia del confezionamento asettico è
stata poco utilizzata fino al 1981, quando la FDA ha approvato l’impiego di H2O2 per la ste-
rilizzazione dei materiali di confezionamento multistrato flessibili utilizzati negli impianti di
confezionamento asettico.

In generale, qualsiasi alimento che possa essere pompato attraverso uno scambiatore di
calore può essere confezionato asetticamente. La più ampia applicazione ha riguardato ali-
menti liquidi come i succhi di frutta e ha dato luogo a una notevole varietà di prodotti mono-
dose. La tecnologia per gli alimenti contenenti particolati è stata più difficile da sviluppare
e l’aspetto microbiologico è stato solo uno dei problemi da superare. Per mettere a punto il
processo di sterilizzazione per gli alimenti pompati attraverso uno scambiatore di calore, si
fa riferimento ai componenti che si muovono più velocemente (quelli con il tempo di riten-
zione più basso); quando sono mescolati liquidi e particolati, questi ultimi si muovono più
lentamente. Poiché le velocità di penetrazione del calore non sono uguali per i liquidi e per
i solidi, è più difficile stabilire le condizioni di processo minime per distruggere efficace-
mente sia i microrganismi sia gli enzimi presenti negli alimenti. 

Capitolo 19  -  Altri metodi di conservazione degli alimenti 503



Tra i vantaggi del confezionamento asettico si ricordano i seguenti.

1. I prodotti come i succhi di frutta conservano meglio il proprio aroma e non presentano il
tipico sapore metallico degli alimenti confezionati in contenitori in banda stagnata.

2. Possono essere utilizzati cartoni multistrato flessibili al posto dei contenitori di vetro o
metallo.

3. Utilizzando temperature ultraelevate è possibile minimizzare il tempo di esposizione alle
alte temperature.

4. La tecnologia consente di filtrare su membrana alcuni alimenti liquidi.
5. Possono essere utilizzati diversi gas, come N2, nello spazio di testa dei contenitori.

Tra gli svantaggi vi sono la maggiore permeabilità all’ossigeno delle confezioni rispetto
ai contenitori di vetro o metallo e la minore produttività degli impianti di confezionamento
rispetto a quelli che utilizzano contenitori solidi.

Oggi è disponibile un’ampia varietà di tecnologie per il confezionamento asettico, e altre
sono in fase di sviluppo. La sterilizzazione delle confezioni è ottenuta in diversi modi; in uno
di questi il materiale utilizzato per generare l’imballaggio viene alimentato in continuo all’in-
terno di un impianto, dove viene sterilizzato con H2O2 calda; fanno seguito la formatura, il
riempimento con l’alimento e la sigillatura del contenitore. Durante il riempimento la sterili-
tà può essere mantenuta con una pressione positiva di aria o di gas come N2 sterili. I succhi
di frutta confezionati asetticamente sono stabili a temperatura ambiente per oltre 6-12 mesi.

L’alterazione degli alimenti confezionati asetticamente differisce da quella degli alimenti
in contenitori metallici. Il bombaggio per accumulo di idrogeno si verifica, infatti, solo negli
alimenti a elevata acidità conservati in contenitori metallici. Attraverso le confezioni asetti-
che non dovrebbero verificarsi perdite, ma la maggiore permeabilità all’ossigeno può con-
sentire l’alterazione dgli alimenti a bassa acidità.

19.4  Manotermosonicazione (termoultrasonicazione)

L’esposizione simultanea a ultrasuoni e calore determina nelle spore batteriche una riduzio-
ne della resistenza. L’effetto è maggiore quando i due trattamenti sono simultanei, sebbene
una certa riduzione si verifichi anche applicando l’ultrasonicazione immediatamente prima
del riscaldamento. Tale fenomeno è stato studiato da alcuni ricercatori spagnoli e definito
manotermosonicazione (MTS) o termoultrasonicazione34. Oltre che sulle spore, il trattamen-
to MTS si è dimostrato efficace nel ridurre la resistenza termica degli enzimi perossidasi,
lipossigenasi e polifenolossidasi27. La manotermosonicazione impiega temperature letali,
mentre la manosonicazione impiega temperature subletali. Nella pratica, entrambi i metodi
impiegano onde ultrasoniche sotto pressione.

Su S. Senftenberg sono stati testati un trattamento di manosonicazione a 117 μm e 200 kPa
e un trattamento termico a 60 °C, ottenendo una riduzione di 3 unità logaritmiche con il
primo e di soli 0,5 unità logaritmiche con il secondo29.

In uno dei primi studi sull’effetto della MTS sulla resistenza termica, che utilizzava una
soluzione di Ringer a un quarto di forza, il valore di D a 110 °C per un ceppo di B. cereus
veniva ridotto da 11,5 a circa 1,5 minuti, mentre per B. licheniformis lo stesso parametro a
99 °C veniva ridotto da 5,5 a 3 minuti6. In un altro studio, che utilizzava latte intero e due
ceppi di B. subtilis, i valori di D a 100 °C venivano ridotti da 2,59 a 1,60 per un ceppo e da
11,30 a 1,82 minuti per l’altro ceppo12,35; i valori di z sono risultati comparabili: rispettiva-
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mente 9,12-9,37 e 6,72-6,31. Il trattamento di ultrasonicazione era stato condotto a 20 Hz e
150 W. Le variazioni del valore di z sembrano confermare l’effetto modesto della MTS su
tale parametro34.

Riguardo al possibile meccanismo di riduzione della resistenza termica delle spore batteri-
che per effetto del trattamento con ultrasuoni, da uno studio condotto su G. stearothermophilus
è emerso che tale trattamento provoca il rilascio di calcio, acido dipicolinico, acidi grassi e
altri componenti a basso peso molecolare37. Questo fenomeno è stato ritenuto responsabile
della modificazione dello stato di idratazione delle spore e, quindi, della riduzione della loro
resistenza al calore. Tale meccanismo non spiegherebbe l’effetto della MTS sugli enzimi.
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Nel capitolo 20 viene discusso l’impiego dei microrganismi e/o dei loro prodotti metabolici
come indicatori di qualità degli alimenti e, in particolare, dei coliformi e degli enterococchi
come indicatori della sicurezza alimentare. Nel capitolo 21 sono illustrati i principi dell’ana-
lisi del pericolo e controllo dei punti critici. (HACCP, hazard analysis critical control point)
e dell’obiettivo di sicurezza alimentare (OSA) (FSO, food safety objective), come metodi per
il controllo dei microrganismi patogeni negli alimenti. Questo capitolo contiene anche un’in-
troduzione ai piani di campionamento e alcuni esempi di criteri microbiologici. Alla qualità
degli alimenti, nell’accezione più ampia, è riservata un’attenzione sempre maggiore; alcuni
aspetti di questo tema possono essere approfonditi consultando i titoli elencati di seguito.

Blackburn C, McClure P (eds) (2002) Foodborne Pathogens – Hazards, Risk Analysis and Control.
CRC Press, Boca Raton, FL. Una valutazione delle tecniche utilizzate per la gestione dei pericoli
nell’industria alimentare.

ICMSF (2002) Microorganisms in Foods – Microbiological Testing in Food Safety Management. La
fonte più autorevole sui metodi di campionamento, analisi e controllo di processo.

Novak JS, Sapers GM, Juneja VK (eds) (2003) Microbial Safety of Minimally Processed Foods. CRC
Press, Boca Raton, FL. Una trattazione generale dei patogeni associati agli alimenti minimamente
processati, delle strategie per il loro controllo e dell’applicazione del sistema HACCP.

Stevenson KE, Bernard DT (eds) (1995) HACCP – Establishing Hazard Analysis Critical Control
Point Programs. A Workshop Manual. Food Processors Institute, Washington, DC. Una descrizio-
ne dettagliata delle procedure per l’implementazione e il monitoraggio dei programmi HACCP.
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Alcuni microrganismi possono essere impiegati come indicatori della qualità microbiologi-
ca degli alimenti, in relazione sia alla durata dei prodotti, sia all’assenza di agenti patogeni.
In generale, gli indicatori sono utilizzati soprattutto per valutare la sicurezza e l’igiene degli
alimenti e saranno trattati in tale contesto in gran parte del capitolo. È possibile, tuttavia, uti-
lizzare anche indicatori di qualità e alcuni aspetti generali di tale impiego saranno delineati
nel prossimo paragrafo.

20.1  Alcuni indicatori di qualità di prodotto

Gli indicatori della qualità microbiologica o della shelf life di un prodotto sono microrgani-
smi e/o loro metaboliti, la cui presenza in determinati alimenti, a definite concentrazioni, può
essere impiegata per valutare la qualità o, meglio, per predire la shelf life del prodotto. Per
essere utilizzati a tale scopo, i microrganismi indicatori devono soddisfare i seguenti criteri.

1. Devono essere presenti e identificabili in tutti gli alimenti la cui qualità (o mancanza di
qualità) deve essere valutata.

2. La loro crescita e la loro concentrazione deve avere una correlazione diretta negativa con
la qualità del prodotto.

3. Devono essere facilmente identificabili e quantificabili e chiaramente distinguibili dagli
altri microrganismi.

4. Devono poter essere quantificati in breve tempo, possibilmente entro un giorno lavorativo.
5. La loro crescita non dovrebbe essere influenzata negativamente da altri microrganismi

appartenenti alla microflora dell’alimento.

In generale, gli indicatori di qualità più attendibili tendono a essere specifici per un prodot-
to; alcuni esempi di prodotti alimentari e di possibili indicatori di qualità sono riportati in
tabella 20.1. I prodotti elencati presentano una microflora limitata e la loro alterazione è tipi-
camente il risultato della crescita di un singolo microrganismo: in tali casi, la concentrazione
dell’agente alterativo responsabile può essere monitorata mediante tecniche di coltura seletti-
va o metodi come l’impedenza, utilizzando un appropriato terreno selettivo. La qualità micro-
biologica complessiva dei prodotti alimentari riportati in tabella 20.1 è una funzione della con-
centrazione dei microrganismi a essi correlati, il cui controllo consente, quindi, di prolungare
la shelf life. In realtà, gli indicatori di qualità microbiologica sono microrganismi alteranti, il
cui aumento di concentrazione determina una perdita di qualità del prodotto. 
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Come si è detto, anche i prodotti metabolici possono essere utilizzati per valutare e pre-
dire la qualità microbiologica e la shelf life in alcuni alimenti; alcuni esempi sono elencati
in tabella 20.2. A tale scopo, per diversi prodotti si sono dimostrate adatte le diammine (cada-
verina e putrescina), l’istamina e le poliammine (già trattate nel capitolo 4). Il diacetile si è
dimostrato il miglior predittore negativo di qualità in concentrati di succo d’arancia conge-
lati, ai quali conferisce un aroma di siero di latte a livelli di 0,8 ppm o superiori62; un meto-
do rapido (30 minuti) per la sua determinazione è stato sviluppato da Murdock61. L’etanolo
è stato suggerito come indice di qualità per il salmone in scatola: 25-74 ppm sono risultati
associati a perdita di freschezza (offness) e livelli superiori a 75 ppm ad alterazione35. L’eta-
nolo è risultato il miglior predittore tra i diversi alcoli presenti in estratti di pesce conserva-
ti a 5 °C: in quanto prodotto da 227 dei 241 isolati microbici alteranti3. L’acido lattico è l’aci-
do organico più frequentemente riscontrato nelle conserve vegetali in scatola alterate; per la
sua determinazione è stato sviluppato un metodo rapido (2 ore) basato sulla cromatografia su
strato sottile di gel di silice1. La produzione di trimetilammina (TMA) da ossido di trimeti-
lammina, da parte di microrganismi che alterano il pesce, è stata utilizzata da numerosi ricer-
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Tabella 20.1 Alcuni microrganismi correlati negativamente 
alla qualità dei prodotti alimentari

Microrganismi Prodotti

Acetobacter spp. Sidro fresco
Bacillus spp. Impasti per pane
Byssochlamys spp. Frutta in scatola
Clostridium spp. Formaggi duri
Spore flat sour Conserve di vegetali
Geotrichum spp. Fruit cannery sanitation
Batteri lattici Birra, vino
Lactococcus lactis Latte crudo (refrigerato)
Leuconostoc mesenteroides Zucchero (durante la raffinazione)
Pectinatus cerevisiiphilus Birra
“Pseudomonas putrefaciens” Burro
Lieviti Succhi di frutta concentrati
Zygosaccharomyces bailii Maionese, salse da condimento

Tabella 20.2 Alcuni prodotti del metabolismo microbico
correlati negativamente alla qualità degli alimenti

Metaboliti Prodotti

Cadaverina e putrescina Carne di manzo sotto vuoto
Diacetile Succhi concentrati surgelati
Etanolo Succo di mela, prodotti ittici
Istamina Tonno in scatola
Acido lattico Conserve vegetali
Trimetilammina (TMA) Pesce
Basi volatili totali (TVB), Prodotti ittici

azoto volatile totale
Acidi grassi volatili Burro, panna



catori come indice di qualità o di alterazione. Per la determinazione delle sostanze volatili
totali, come indicatori di qualità del pesce, sono state impiegate diverse procedure, tra le
quali: basi volatili totali (TVB) – ammoniaca, dimetilammina e TMA – e azoto volatile tota-
le (TVN), che comprende TVB e altri composti azotati rilasciati durante distillazione in cor-
rente di vapore dei prodotti ittici (capitolo 5).

Per valutare la qualità sono stati impiegati metodi basati sulla conta microbica vitale tota-
le; tali metodi sono più adatti come indicatori della qualità attuale di un dato prodotto piut-
tosto che come predittori della shelf life, in quanto è difficile determinare la frazione di conta
rappresentata dai microrganismi che intervengono nelle fasi finali dell’alterazione.

In generale, i microrganismi indicatori della qualità microbiologica possono essere impie-
gati per i prodotti alimentari con microflora limitata dai parametri di processo e in condizio-
ni in cui uno stato indesiderabile sia associato in modo consistente a specifici microrganismi.
Se la qualità del prodotto è significativamente influenzata dalla presenza e dalla quantità di
alcuni metaboliti, questi possono essere utilizzati come indicatori di qualità. I metodi basati
sulla conta vitale totale non sono solitamente adatti a tale scopo, ma sono comunque più vali-
di rispetto alla conta diretta al microscopio.

20.2  Indicatori di sicurezza degli alimenti

Gli indicatori microbici sono impiegati più frequentemente per valutare la sicurezza e l’igie-
ne degli alimenti che per valutarne la qualità. Idealmente, un indicatore della sicurezza di un
alimento deve soddisfare alcuni importanti criteri:

1. essere facilmente e rapidamente rilevabile;
2. essere facilmente distinguibile da altri componenti della microflora dell’alimento;
3. avere una storia di costante associazione con il microrganismo patogeno di cui deve indi-

care la presenza;
4. essere sempre presente quando è presente il microrganismo patogeno di interesse;
5. essere presente in concentrazione correlata con quella del patogeno di interesse (figura 20.1);
6. avere esigenze nutrizionali e velocità di crescita uguali o superiori a quelle del patogeno;
7. avere un die-off rate (velocità di morte) non superiore a quella del patogeno di interesse

e tendenzialmente persistere un po’ più a lungo di quest’ultimo;
8. essere assente negli alimenti esenti dal patogeno di interesse (o essere presente in concen-

trazione minima).

Questi criteri si applicano alla maggior parte, se non a tutti, gli alimenti che possono esse-
re veicolo di microrganismi patogeni, indipendentemente dalle modalità di contaminazione.
Tradizionalmente, tuttavia, nella scelta degli indicatori si assumeva che i patogeni di interes-
se fossero di origine intestinale e che la loro presenza fosse il risultato di una contaminazio-
ne fecale diretta o indiretta. Questo genere di indicatori delle condizioni igieniche era per
esempio storicamente impiegato per individuare la contaminazione fecale delle acque e quin-
di la possibile presenza di patogeni intestinali. Il primo indicatore fecale è stato Escherichia
coli. Quando il concetto di indicatore fecale fu applicato all’industria alimentare vennero
proposti alcuni criteri addizionali e quelli suggeriti da Buttiaux e Mossel nel 196111 sono
ancora validi:

1. idealmente, i batteri prescelti dovrebbero essere specifici, cioè riscontrabili solo nell’am-
biente intestinale;
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2. nelle feci dovrebbero essere presenti in concentrazioni tali da poter essere rilevati anche
dopo forti diluizioni;

3. dovrebbero possedere un’elevata resistenza all’ambiente extra-enterico del quale occorre
valutare l’inquinamento;

4. dovrebbero permettere una facile e completa determinazione, anche quando presenti in
concentrazioni molto basse.

Seguendo gli stessi criteri di impiego di E. coli come indicatore di contaminazione feca-
le delle acque, per lo stesso scopo sono stati proposti altri microrganismi, la maggior parte
dei quali sono trattati di seguito.

20.2.1  Coliformi

Mentre tentava di isolare l’agente eziologico del colera nel 1885, Escherich24 isolò e studiò
l’organismo oggi noto come E. coli. Questo fu originariamente chiamato Bacterium coli
commune, poiché era presente nelle feci dei pazienti esaminati. Schardinger77 fu il primo a
suggerire l’impiego di tale microrganismo come indice di contaminazione fecale, dal
momento che poteva essere isolato e identificato più velocemente dei singoli patogeni che
possono inquinare le acque. Nel 1895 Smith82 propose questo microrganismo come misura
della potabilità dell’acqua destinata al consumo umano, segnando l’inizio dell’impiego dei
coliformi come indicatori della presenza di patogeni: una procedura che successivamente è
stata estesa agli alimenti.

Specie/Ceppi
I coliformi sono bastoncini asporigeni Gram-negativi che fermentano il lattosio in 48 ore,
producendo su Endo agar colonie scure con lucentezza metallica4. Complessivamente, i coli-
formi sono rappresentati da quattro o cinque generi appartenenti alla famiglia delle Entero-
bacteriaceae: Citrobacter, Enterobacter, Escherichia e Klebsiella. Il genere Raoultella, rela-
tivamente nuovo, che in passato era considerato parte del genere Klebsiella, può essere con-
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Figura 20.1 Relazione ideale tra microrganismo indicatore e patogeno: l’indicatore dovrebbe esse-
re presente in una concentrazione più elevata di quella del patogeno.



siderato il quinto genere dei coliformi. Ceppi occasionali di Arizona Hinshawii e Hafnia
alvei fermentano il lattosio, ma generalmente non in 48 ore, mentre alcuni ceppi di Pantoea
agglomerans sono lattosio positivi entro le 48 ore. 

Poiché E. coli è molto più rappresentativo della contaminazione fecale rispetto ad altri
generi e ad altre specie note (in modo particolare E. aerogenes), si preferisce spesso determi-
nare la sua incidenza all’interno di una popolazione di coliformi. La formula IMViC, basata
su prove biochimiche, rappresenta il metodo classico utilizzato, dove I = produzione di indo-
lo, M = reazione rosso metile, V = reazione di Voges-Proskauer (produzione di acetoino) e C
= utilizzo di citrato. Con questo metodo i due microrganismi hanno le seguenti formule:

I M V C
E. coli + + – –
E. aerogenes – – + +

La reazione IMViC + + – – indica E. coli tipo I; i ceppi E. coli tipo II sono – + – –. La
reazione rosso metile è la più adatta per E. coli. Le specie di Citrobacter sono considerate
come coliformi intermedi e per alcuni ceppi è nota una fermentazione ritardata del lattosio;
tutti i ceppi sono MR + (cioè positivi alla reazione rosso metile e VP – (cioè negativi alla
reazione di Voges-Proskauer); la maggior parte sono C + (citrato positivi), mentre la produ-
zione di indolo è variabile. Gli isolati di Klebsiella sono molto variabili rispetto alle reazio-
ni IMViC, sebbene K. pneumoniae sia generalmente MR –, VP + e C +; tuttavia, sono note
variazioni nelle reazioni MR e I. Nel capitolo 11 sono stati discussi i metodi basati sull’im-
piego di substrati fluorogenici in grado differenziare E. coli da altri coliformi.
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Figura 20.2 Algoritmo del metodo basato sul numero più pro-
babile (MPN, most probable number) per coliformi totali, coli-
formi fecali e Escherichia coli. (Da Jay JM. Indicator organisms
in foods. In: Hui YH, Gorham JR, Murrel KD, Cliver DO (eds)
Foodborne Disease Handbook, vol 1, 537-546. Marcel Dekker,
New York, 2001, per gentile concessione)



I coliformi fecali sono caratterizzati dalla produzione di acidi e gas in brodo EC a tempe-
rature comprese tra 44 e 46 °C, solitamente 44,5 o 45,5°C (il brodo EC per E. coli è stato svi-
luppato nel 1942 da Perry e Hajna)68. Essenzialmente il test per i coliformi fecali è un test per
E. coli tipo I, sebbene anche alcuni ceppi di Citrobacter e Klebsiella corrispondano allo stes-
so profilo. Una notevole eccezione è rappresentata dai ceppi EHEC, che non crescono a
44,5 °C nel substrato EC con formulazioni standard, ma vi crescono solo quando il contenu-
to di sali biliari è ridotto da 0,15 a 0,112% 86. Nella figura 20.2 è rappresentato uno schema
per l’individuazione e la differenziazione di coliformi, coliformi fecali e E. coli. 

La tabella 20.3 riporta cinque specie del genere Escherichia, oltre a E. coli. E. hermannii
è la sola specie che produce un pigmento giallo condividendo tale caratteristica con Entero-
bacter sakazakii, che verrà trattato nel capitolo 31. Poiché cinque di questi ceppi non produ-
cono gas a partire da lattosio, non sono inclusi nel gruppo dei coliformi; tuttavia E. albertii,
E. vulneris e E. hermannii sono stati originariamente isolati da campioni umani: E. albertii
da feci di bambini del Bangladesh come ceppo diarrogeno37; E. vulneris da ferite umane, sali-
va e campioni di polmone7; E. hermannii da campioni umani clinici6. Come si è detto, il
genere Klebsiella è stato ridimensionato per il trasferimento di diverse specie al nuovo gene-
re Raoultella 21. Poiché il nuovo genere produce gas a partire da lattosio, può essere corret-
tamente incluso nel gruppo dei coliformi. La caratteristica di questo nuovo ceppo è la capa-
cità di crescere a 10 °C, a differenza del genere Klebsiella 21.

Edwardsiella tarda è associato con il tratto intestinale dell’uomo, per il quale rappresen-
ta un patogeno opportunista; è più comune nell’intestino di animali a sangue freddo ed è un
patogeno di anguille e altri pesci; raramente è stato trovato nelle feci di uomini sani.

Crescita
Come la maggior parte dei batteri Gram-negativi non patogeni, anche i coliformi crescono
bene su numerosi substrati e in molti alimenti. Possono crescere a temperature comprese tra
–2 e 50 °C; negli alimenti la crescita è assente o molto lenta a 5 °C, sebbene diversi ricerca-
tori abbiano riscontrato crescita a 3-6 °C. I coliformi si sviluppano a valori di pH compresi
nell’intervallo 4,4 -9,0. E. coli può crescere in un substrato minimale contenente una sola
fonte di carbonio organico, come glucosio, e una sola fonte di azoto, come (NH4)2SO4, e altri
minerali. I coliformi crescono bene su agar nutriente, producendo colonie visibili in 12-16
ore a 37 °C. In condizioni opportune, ci si può attendere quindi che crescano in un gran
numero di alimenti.

I coliformi sono in grado di crescere in presenza di sali biliari che inibiscono la crescita
di batteri Gram-positivi. Tale caratteristica offre un vantaggio selettivo nel loro isolamento a
partire da fonti diverse. A differenza di molti altri batteri, hanno la capacità di fermentare il
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Tabella 20.3 Alcune reazioni biochimiche di sei specie di Escherichia*

Voges- Pigm.
Specie Lattosio Sorbitolo Indolo Rosso metile Proskauer giallo Decarbossilasi

E. albertii – – – + – – +
E. blattae – – – + – – +
E. fergusonii – – + + – – +
E. vulneris –/+a – – + – –/+ +
E. hermannii –/+ – + + – + –
E. coli + + + + – – +
a La maggior parte sono negativi. (Dai riferimenti bibliografici 6, 7, 37)



lattosio con produzione di gas: tale caratteristica da sola è sufficiente per farne sospettare la
presenza. Per la generale facilità con cui possono essere coltivati e differenziati, i coliformi
sono indicatori ideali; sebbene la loro identificazione possa essere complicata dalla presen-
za di ceppi atipici aberranti non fermentanti il lattosio29.

Una proprietà che rende interessante E. coli come indicatore di contaminazione delle
acque è il suo periodo di sopravvivenza; infatti muore generalmente all’incirca nello stesso
tempo dei più comuni batteri intestinali patogeni, sebbene taluni studi indichino che alcuni
batteri patogeni sono più resistenti in acqua. E. coli, tuttavia, non è resistente come i virus
intestinali. Buttiaux e Mossel11 osservarono che diversi patogeni possono sopravvivere in ali-
menti sottoposti a congelamento, refrigerazione o irradiazione, anche dopo che E. coli è stato
distrutto. Allo stesso modo, questi patogeni possono sopravvivere in acque trattate anche
dopo la distruzione di E. coli. E. coli è particolarmente utile come microrganismo indicato-
re in alimenti acidi, grazie alla sua resistenza a bassi valori di pH 11.

Rilevazione ed enumerazione
Nei capitoli 10 e 11 sono stati discussi alcuni dei numerosi metodi sviluppati per individua-
re ed enumerare E. coli e i coliformi. Per la scelta di un metodo appropriato per l’impiego in
condizioni specifiche, occorre consultare le referenze elencate in tabella 10.1. 

Distribuzione
L’habitat primario di E. coli è rappresentato dal tratto intestinale della maggior parte degli
animali a sangue caldo, sebbene talvolta sia assente nell’intestino del maiale. L’habitat pri-
mario di E. aerogenes è la vegetazione e occasionalmente il tratto intestinale. Non è diffici-
le dimostrare la presenza di coliformi nell’aria e nella polvere, sulle mani e all’interno e sulla
superficie di molti alimenti. Il punto cruciale non è semplicemente la presenza di coliformi,
ma la loro concentrazione. Per esempio, nella maggior parte dei vegetali commercializzati vi
sono modeste quantità di microrganismi fermentanti il lattosio, bastoncelli Gram-negativi di
tipo coliforme, ma se questi prodotti sono stati raccolti e lavorati appropriatamente, la con-
centrazione tende a essere decisamente bassa e priva di reale significato dal punto di vista
della salute pubblica.

Criteri e standard per i coliformi
Sebbene la presenza negli alimenti di elevate concentrazioni di coliformi e di E. coli sia alta-
mente indesiderabile, sarebbe virtualmente impossibile eliminarli completamente dagli ali-
menti freschi e congelati. Rispetto alla loro presenza, i quesiti fondamentali sono i seguenti.

1. In condizioni appropriate di raccolta, lavorazione, stoccaggio e trasporto degli alimenti,
realizzate mediante l’applicazione del sistema HACCP, qual è la più bassa concentrazio-
ne di coliformi che è tecnicamente possibile mantenere?

2. A quale concentrazione i coliformi o E. coli indicano che il prodotto non è sicuro?

Nel caso dell’acqua e dei prodotti lattiero-caseari, esiste una tradizione consolidata riguar-
do ai livelli accettabili di coliformi ai fini della sicurezza. Alcuni criteri e standard relativi
alla presenza di coliformi e E. coli in acqua, prodotti lattiero-caseari e altri alimenti sono sta-
biliti da agenzie regolatorie e sono di seguito riportati a titolo di esempio:

1. non più di 10 ufc/mL, per latte pastorizzato di alta qualità e per prodotti a base di latte, inclu-
si quelli inoculati;
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2. non più di 10 ufc/mL per latte crudo certificato e non più di 1 ufc/mL per latte pastorizza-
to certificato;

3. non più di 10 ufc/mL per alimenti congelati precotti e parzialmente precotti;
4. non più di 100 ufc/mL per polpa di granchio;
5. non più di 100 ufc/mL per alimenti farciti alla crema.

Basse concentrazioni di coliformi sono permesse in alimenti sensibili, con valori compre-
si tra 1 e 100 ufc/g (o per mL). Questi criteri riflettono parametri sia di fattibilità tecnica sia
di sicurezza. Nella tabella 20.4 sono elencati alcuni prodotti per i quali la International Com-
mission on the Microbiological Specifications for Foods (ICMSF) ha raccomandato criteri
relativi ai coliformi38. L’utilizzo di tali valori deve essere necessariamente inserito nell’insie-
me dei criteri raccomandati per ciascuno dei prodotti considerati; sono dunque qui presenta-
ti solo per esemplificare i range di accettabilità o inaccettabilità per i coliformi e per E. coli.
È implicito nelle raccomandazioni per i primi quattro prodotti che uno o due di cinque cam-
pioni prelevati da un lotto possano contenere fino a 103 coliformi ed essere ancora sicuri per
il consumo umano.
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Tabella 20.4 Criteri microbiologici * suggeriti per coliformi ed E. coli

Piano di
Indicatori /Prodotti campionamento n c m M

1. Coliformi Latte in polvere 3 5 1 10 102

2. Coliformi Prodotti a base di uova pastorizzati 3 5 2 10 103

liquidi, surgelati e disidratati

3. Coliformi Alimenti per neonati e bambini; 3 5 2 10 102

alcuni alimenti dietetici;
biscotti secchi ricoperti o farciti

4. Coliformi Prodotti disidratati e istantanei 3 5 1 10 102

da ricostituire

5. Coliformi Prodotti disidratati da consumarsi 3 5 3 10 102

previa bollitura

6. Coliformi Polpa di granchio cotta 3 5 2 500 5000
pronta al consumo

7. Coliformi Gamberi cotti pronti al consumo 3 5 2 100 102

8. E. coli Pesce fresco, congelato, affumicato a freddo; 3 5 3 11 500
crostacei crudi congelati

9. E. coli Pesce impanato precotto; 3 5 2 11 500
crostacei cotti congelati

10. E. coli Polpa di granchio cotta, refrigerata, 3 5 1 11 500
congelata

11. E. coli Frutta e verdura surgelata a pH >4,5; 3 5 2 102 103

vegetali essiccati

12. E. coli Molluschi bivalvi freschi/congelati 2 5 0 16 –

13. E. coli Acqua imbottigliata 2 5 0 0 –

* Le voci 6 e 7 sono raccomandazioni del National Advisory Committee on the Microbiological Criteria for Foods,
USDA/FDA, January 1990, riferite ai criteri per il controllo della sicurezza del processo. Tutte le altre voci sono
ricavate dalle raccomandazioni ICMSF38.



Alcune limitazioni per l’impiego degli indicatori di sicurezza alimentare
Sebbene l’impiego dei coliformi come indicatori della sicurezza degli alimenti sia applicato
da molti anni, vi sono limitazioni al loro utilizzo per alcuni alimenti. Già nel 1920 una com-
missione dell’American Public Health Association raccomandava l’uso dei coliformi53 come
strumento per valutare l’adeguatezza della pastorizzazione e intorno al 1930 tale metodo era
largamente impiegato nell’industria lattiero-casearia. Nei prodotti lattiero caseari, la determi-
nazione dei coliformi non va intesa come indicatore di eventuale contaminazione fecale, ma
solo come strumento di valutazione dello stato igienico complessivo degli allevamenti e delle
aziende di trasformazione73. Per i prodotti ortofrutticoli sottoposti a blanching e surgelazio-
ne, le conte dei coliformi non hanno significato dal punto di vista igienico, poiché alcuni di
essi, specialmente del genere Enterobacter, sono comunemente associati alla vegetazione83.
Tuttavia, la presenza di E. coli può indicare un problema di processo. I coliformi non sono un
buon indicatore delle condizioni igieniche del pollame, in quanto le salmonelle possono esse-
re presenti negli animali prima della macellazione e quindi la positività del test può non esse-
re correlata a una contaminazione post macellazione88. Data la diffusa presenza negli ambien-
ti di lavorazione delle carni di microrganismi enterici psicrotrofi e di Aeromonas spp., il test
standard dei coliformi non è adatto per le carni, mentre lo è quello dei coliformi fecali63.

I test per coliformi sono largamente utilizzati per valutare l’igiene dei molluschi, ma non
sempre sono buoni predittori della qualità igienico-sanitaria. L’US National Shellfish Sanita-
tion Program, avviato già nel 1925, utilizzava la presenza di coliformi per valutare l’adegua-
tezza igienica delle acque per la produzione di molluschi. Generalmente, i molluschi prove-
nienti da acque che rispettano i criteri per i coliformi (open waters) si sono storicamente
dimostrati sicuri, sebbene possano contenere alcuni patogeni. Nelle ostriche non vi è correla-
zione tra coliformi fecali e Vibrio cholerae16,41 o tra E. coli e V. parahaemolyticus o Yersinia
enterocolitica 52. I coliformi sono privi di utilità per predire l’avvelenamento da sgombroidi 52

o non sempre predicono la presenza di virus enterici (vedi par. 20.2.4). Per valutare l’effica-
cia della disinfezione delle superfici degli impianti di confezionamento delle carni, K. pneu-
moniae (e forse Raoultella spp.) potrebbe essere un indicatore migliore del generico E. coli 85.
Nonostante queste limitazioni, i coliformi sono indicatori di indubbio valore, almeno in alcu-
ni alimenti. Consentono migliori risultati quando impiegati nell’ambito di programmi per la
sicurezza alimentare, come il sistema HACCP descritto nel capitolo 21.

20.2.2  Enterococchi

Sono note circa 30 specie del genere Enterococcus, 22 delle quali sono riportate in tabella
20.5. Prima del 1984, gli “strepococchi fecali” erano rappresentati da due specie e tre sotto-
specie ed erano raggruppati – poiché presentavano tutti antigeni del gruppo D secondo Lan-
cefield – insieme a S. bovis e a S. equinus. Queste ultime due specie sono rimaste nel genere
Streptococcus. 

Quadro storico
Escherich ha descritto per primo il microrganismo oggi noto come E. fecalis, che nel 1886
chiamò Micrococcus ovalis. E. faecium fu riconosciuto nel 1899 e ulteriormente caratteriz-
zato nel 1919 da Orla-Jensen64. Per la loro presenza nelle feci, intorno al 1900 questi entero-
cocchi classici sono stati suggeriti come indicatori di qualità dell’acqua. Ostrolenk e colle-
ghi65 e Burton9 furono i primi a comparare gli enterococchi (indicatori classici) con i colifor-
mi come indicatori di sicurezza. Alcune peculiari caratteristiche degli enterococchi classici
li rendono idonei come indicatori di contaminazione dell’acqua.
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1. In genere questi microrganismi non si moltiplicano nell’acqua, specialmente se il contenu-
to di materia organica è basso.

2. Nelle feci umane sono generalmente meno numerosi di E. coli: un rapporto coliformi
fecali/enterococchi pari o superiore a 4,0 indica contaminazione da parte di liquami di ori-
gine umana. Pertanto, rispetto ai test per i coliformi fecali, quelli per gli enterococchi
classici sono probabilmente meglio correlati con il livello di patogeni intestinali.

3. Nell’acqua gli enterococchi hanno un die-off rate inferiore rispetto ai coliformi, quindi
tendono a sopravvivere ai patogeni di cui sono indicatori.

Il simultaneo impiego degli enterococchi e dei coliformi è stato sostenuto già negli anni
Cinquanta da Buttiaux, secondo il quale la presenza di entrambi indica contaminazione feca-
le. Da un esame della letteratura, Battiaux concluse che il 100% dei campioni di feci umane
e suine conteneva enterococchi, mentre solo l’86-89% conteneva coliformi10.

Classificazione e richieste per la crescita
Sebbene gli enterococchi classici non abbiano mai raggiunto lo status dei coliformi come
indicatori d’igiene per l’acqua e gli alimenti, la loro attuale classificazione in un genere più
esteso potrebbe renderli, da una parte, più interessanti come indicatori, dall’altra, meno inte-
ressanti e significativi perché meno specifici (tabella 20.5).

E. fecalis viene ritrovato più frequentemente nelle feci di una grande varietà di mammi-
feri e E. faecium prevalentemente in suini e cinghiali selvatici56,81; la naturale distribuzione
di alcuni altri membri del nuovo genere è meno nota. Prima del 1984, enterococchi e “strep-
tococchi fecali” erano essenzialmente sinonimi e rappresentati principalmente da E. faecalis,
E. faecium e E. durans. Attualmente un test per gli enterococchi – come indicatori di conta-
minazione fecale, di igiene o di qualità – è di minore significato rispetto alle specie classi-
che. Come si può osservare dalla tabella 20.5, E. cecorum non cresce a 10 °C o in presenza
del 6,5% di NaCl15; E. pseudoavium, invece, cresce a 10 °C ma non in presenza del 6,5% di
NaCl15. A eccezione di E. cecorum, tutte le altre specie apparentemente crescono a 10 °C e
per alcuni ceppi di E. faecalis e E. faecium è stata riportata la crescita tra 0 e 6 °C. La mag-
gior parte degli enterococchi cresce a 45 °C e alcuni, o quanto meno E. faecalis e E. faecium,
crescono a 50 °C. La relazione filogenetica degli enterococchi, di batteri lattici, di Listeria e
di Brochothrix è discussa nel capitolo 25 (Figura 25.1).

Almeno 13 specie crescono a pH 9,6 e in presenza del 40% di bile, mentre almeno tre non
crescono in presenza del 6,5% di NaCl. E. cecorum, E. columbae, E. dispar e E. saccharo-
lyticus non reagiscono con l’antisiero del gruppo sierologico D. Solo E. avium reagisce, oltre
che con l’antisiero del gruppo D, anche con quello del gruppo Q13. Il tipo di mureina posse-
duta da E. faecalis è Lys-Ala2-3, mentre le altre specie contengono mureina Lys-D-Asp. Il
contenuto mol% G +C del DNA degli enterococchi è 37-45. Per quanto riguarda le caratteri-
stiche biochimiche, tutte le specie sono positive al test di idrolisi dell’esculina. Quattro spe-
cie producono un pigmento giallo (E. casseliflavus, E. flavescens, E. mundtii e E. sulfureus),
due producono H2S (E. casseliflavus e E. malodoratus) e tutti i ceppi noti di E. gallinarum14

e E. flavescens sono mobili. 
Com’è caratteristico di altri batteri Gram-positivi, gli enterococchi sono più esigenti dal

punto di vista nutrizionale rispetto ai Gram-negativi, ma differiscono dalla maggior parte
degli altri Gram-positivi in quanto necessitano di più fattori di crescita, in particolare vita-
mine del gruppo B e alcuni amminoacidi. La richiesta di amminoacidi specifici consente di
utilizzare alcuni ceppi nei test microbiologici per tali composti. Essi crescono in un interval-
lo di pH molto più ampio rispetto ad altri batteri di origine alimentare (vedi capitolo 3). Seb-
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bene siano aerobi, non producono catalasi (a eccezione di alcuni ceppi che producono una
pseudocatalasi quando crescono in presenza di O2); inoltre sono microaerofili, in grado di
crescere bene in condizioni di basso potenziale di ossido riduzione (Eh).

Distribuzione
Sebbene le due specie enterococciche classiche (E. faecalis e E. faecium) siano note per esse-
re primariamente di origine fecale, le nuove sono in attesa di ulteriori studi sulla naturale
distribuzione, in particolare in relazione alla presenza nelle feci. E. hirae e E. durans sono
stati isolati più frequentemente nel pollame e nel bestiame che in sei altri animali, mentre E.
gallinarum è stato trovato solo nel pollame20. E. durans e E. faecium tendono a essere asso-
ciati al tratto intestinale di maiale più di E. faecalis; quest’ultimo sembra essere più specifi-
co per il tratto intestinale dell’uomo che di altre specie. E. cecorum è stato isolato nell’inte-
stino cieco di pollo, E. columbae dall’intestino di piccione e E. saccharolyticus da vacche.
E. avium è stato isolato dalle feci di mammiferi e di pollo; E. casseliflavus negli insilati, nel
terreno e sulle piante; E. mundtii sulle mucche, sulle mani degli addetti alla mungitura, nel
terreno e sulle piante; E. hirae nell’intestino di pollo e di maiale; E. dispar in alcuni campio-
ni di origine umana; E. gallinarum nell’intestino di volatili.

È dimostrato che gli enterococchi classici sono presenti sulle piante, sugli insetti e nel
suolo. Le specie pigmentate di giallo sono associate soprattutto alle piante. In generale, gli
enterococchi presenti sugli insetti e sulle piante provengono da materiale fecale animale; tali
enterococchi possono essere considerati “residenti temporanei” e vengono disseminati tra la
vegetazione dagli insetti e dal vento, raggiungendo il suolo veicolati da questi, dalla pioggia
e dalla gravità58. Sebbene E. faecalis sia spesso considerato di origine fecale, alcuni ceppi
sembrano essere comuni sulla vegetazione e sono, quindi, privi di significato dal punto di
vista igienico-sanitario quando riscontrati negli alimenti. Mundt59 studiò E. faecalis isolato
dall’uomo, dalle piante e da altre fonti e osservò che gli indicatori non fecali potevano esse-
re distinti dai tipi più rappresentativi di contaminazione fecale mediante la loro reazione in
litmus milk e le loro reazioni di fermentazione in brodi di melezitosio e di melibiosio. In un
altro studio su 2334 isolati di E. faecalis ottenuti da alimenti essiccati e congelati, un’elevata
percentuale di ceppi mostrava una stretta somiglianza con i ceppi residenti sulla vegetazio-
ne e, quindi, erano privi di significato igienico-sanitario57. Quando sono utilizzati come indi-
catori della qualità igienica degli alimenti, è necessario accertare se gli isolati di E. faecalis
provengono dalla vegetazione o sono di origine umana. Gli enterococchi possono anche esse-
re trovati nella polvere; essi sono distribuiti piuttosto ampiamente, soprattutto nei macelli e nei
locali destinati alla salagione e alla lavorazione dei prodotti derivati dalla carne di maiale.

Relativamente all’impiego degli enterococchi classici come indicatori di contaminazione
dell’acqua, alcuni ricercatori – che hanno studiato la loro sopravvivenza nell’acqua – hanno
osservato che questi microrganismi muoiono a velocità maggiore rispetto ai coliformi, men-
tre altri hanno ottenuto risultati opposti. Leininger e McCleskey48 hanno osservato che gli
enterococchi non si moltiplicano in acqua, come fanno talvolta i coliformi. Le loro più rigi-
de esigenze per la crescita possono indicare un ruolo meno competitivo negli ambienti
acquosi. Nelle acque luride, i coliformi e gli enterococchi classici sono presenti in numero
elevato, ma i coliformi sono stati trovati in concentrazione circa 13 volte maggiore rispetto
a quella degli enterococchi50.

In uno studio condotto quando il genere Enteroccus consisteva solo di otto specie, Devrise
e colleghi20 hanno studiato 264 isolati di enterococchi ottenuti da intestino di animali da alle-
vamento. I ceppi sono stati selezionati solo sulla base della crescita in presenza del 40% di
bile e del 6,5 % di NaCl. Dei 264 isolati, 255 erano conformi a una delle otto specie, tra le
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quali E. faecalis, E. faecium e E. hirae rappresentavano, rispettivamente, il 37,6, il 29,8 e il
23%. Le altre specie riscontrate erano E. durans (5,1% degli isolati), E. gallinarum (1,6%),
E. avium (1,2%), E. mundtii (1,2%) e E. casseliflavus (<1%). Questi 255 isolati sono stati
ottenuti da otto specie animali: pollame, bovini e maiali ne contenevano il maggior numero.

In uno studio più recente sugli enterococchi negli alimenti di origine animale19, 161 ceppi
sono stati isolati in Belgio da carni, formaggi, pesce e crostacei e prodotti a base di formag-
gio e carne. E. faecium rendeva conto del 58,4% degli isolati (94 su 161) e E. faecalis del
26,1% (42 su 161), mentre il 9,3% (15 su 161) era rappresentato da E. hirae e E. durans.
Nessuna delle dieci specie rimanenti è stata identificata.

Relazioni con la qualità igienica degli alimenti
Gli enterococchi trattati in questo paragrafo sono stati definiti prima del 1984. Secondo nume-
rosi ricercatori gli enterococchi classici sono migliori dei coliformi come indicatori della qua-
lità igienico-sanitaria degli alimenti, soprattutto di quelli congelati. In uno studio, il numero
degli enterococchi era correlato meglio ai valori di APC che alle conte dei coliformi, mentre
i coliformi erano correlati più strettamente agli enterococchi che al valore di APC30. In ali-
menti congelati gli enterococchi sono stati trovati in concentrazioni più elevate dei coliformi
(Tabella 20.6). In uno studio condotto su 376 campioni di verdure surgelate in commercio,
Burton9 trovò che i coliformi erano indicatori di igiene più efficienti degli enterococchi prima
del congelamento, mentre dopo il congelamento e la conservazione erano migliori gli entero-
cocchi. In campioni conservati a – 20 °C per 1-3 mesi erano sopravvissuti l’81% degli ente-
rococchi e il 75% dei coliformi; dopo 1 anno, era sopravvissuto il 79% degli enterococchi e

Capitolo 20  -  Indicatori di qualità microbiologica e di sicurezza degli alimenti 523

Tabella 20.6 Most probable number (MPN) per enterococchi e coliformi isolati
in bastoncini di pesce surgelati

Numero Enterococchi (conta MPN/100g) Coliformi (conta MPN/100g)

1 86.000 6
2 18.600 19
3 86.000 0
4 46.000 300
5 48.000 150
6 46.000 28
7 46.000 150
8 18.600 7
9 8.600 0

10 4.600 186
11 4.600 186
12 48.000 1.280
13 8.600 46
14 4.600 480
15 48.000 240
16 10.750 1.075
17 10.750 17.000
18 60.000 23.250
19 10.750 2.275

Media 32.339 2.457

(Da Raj et al.71)



solo il 60% dei coliformi. In un altro studio, gli enterococchi rimanevano relativamente
costanti per 400 giorni quando conservati a temperatura di congelamento.

Gli enterococchi sono stati isolati dal 57% di 14 campioni di alimenti essiccati; l’87% di
13 diverse verdure surgelate conteneva questi microrganismi, che erano per la maggior parte
residenti abituali sui vegetali57. La tabella 20.7 riporta la longevità relativa di coliformi ed
enterococchi in bastoncini di pesce surgelati. Complessivamente, l’elevazione degli “strep-
tococchi fecali” allo stato di genere e l’espansione di questo per includere alcune specie che
non sembrano naturalmente associate a materiale fecale, fa nascere dubbi circa l’utilità di
questo gruppo come indicatore di igiene. Durante gli anni Sessanta e Settanta, sono stati pro-
posti limiti di tolleranza per gli enterococchi in diversi alimenti, ma negli anni recenti tali
limiti sono stati presi sempre meno in considerazione. L’interesse per gli enterococchi come
indicatori di sicurezza degli alimenti è chiaramente calato, probabilmente a causa del simul-
taneo interesse per metodi più rapidi ed efficienti per individuare e quantificare E. coli. Gli
enterococchi e i coliformi sono confrontati, come indicatori, in tabella 20.8. 

20.2.3  Bifidobatteri

Intorno al 1900, nel corso della sua ricerca su feci di bambini89, Tissier riscontrò con grande
frequenza un microrganismo che chiamò Bacillus bifidus; in seguito questo venne classifica-
to come Lactobacillus bifidus e oggi è conosciuto come Bifidobacterium bifidum. La fre-
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Tabella 20.7 Effetto della temperatura di – 6 °F sulla longevità di coliformi
ed enterococchi in bastoncini di pesce surgelati

Giorni di MPN*

conservazione a –6°F Coliformi Enterococchi

0 5.600.000 15.000.000
7 6.000.000 20.000.000

14 1.400.000 13.000.000
20 760.000 11.300.000
35 440.000 11.200.000
49 600.000 20.000.000
63 88.000 11.000.000
77 395.000 15.000.000
91 125.000 41.000.000

119 50.000 5.400.000
133 136.000 7.400.000
179 130.000 5.600.000
207 55.000 3.500.000
242 14.000 4.000.000
273 21.000 4.000.000
289 42.000 3.200.000
347 20.000 2.300.000
410 8.000 1.600.000
446 260 2.300.000
481 66 5.000.000

* Media tra quattro determinazioni. (Da Kerelukk e Gunderson46)



quenza dei bifidobatteri nelle feci portò Mossel55 a suggerire l’impiego di questi batteri anae-
robi Gram-positivi come indicatori di contaminazione fecale, soprattutto dell’acqua. Va
ricordato che alcuni bifidobatteri sono utilizzati nella produzione di latti fermentati, yogurt
e altri prodotti alimentari; inoltre, si ritiene che abbiano effetti benefici sulla salute.

Il genere Bifidobacterium consta di almeno 25 specie di bastoncini non mobili, catalasi
negativi, con temperature minime e massime di crescita di 25-28 °C e 43-45 °C, rispettiva-
mente. Questi batteri crescono meglio nell’intervallo di pH compreso tra 5 e 8 e producono
gli acidi lattico e acetico come principali prodotti finali del loro metabolismo glucidico.

Distribuzione
I bifidobatteri sono stati trovati in feci umane in concentrazioni più elevate di E. coli (108-109

contro 106-107/grammo) e ciò li rende più interessanti come indicatori di contaminazione
fecale umana. Utilizzando i bifidobatteri, è possibile determinare la loro origine tra le
seguenti tre fonti: feci umane, feci animali o ambiente. Il metodo per distinguere i ceppi di
origine umana da quelli di origine animale è stato ideato da Gavini e colleghi26 e prevede la
suddivisione dei bifidobatteri in sette gruppi, con quelli di origine umana appartenenti ai
gruppi I, III e VII. In uno studio condotto su 50 campioni di carni macinate, 39 contenevano
sia E. coli sia bifidobatteri5; di questi ultimi, solo due erano di origine umana, mentre i rima-
nenti erano di origine animale. B. adolescentis e B. longum sono i più frequentemente isola-
ti in concentrazioni più elevate (circa 106/100 mL di acque luride non trattate)74. Essi sono

Capitolo 20  -  Indicatori di qualità microbiologica e di sicurezza degli alimenti 525

Tabella 20.8 Coliformi e enterococchi come indicatori della qualità sanitaria degli alimenti

Caratteristica Coliformi Enterococchi

Morfologia Bastoncelli Cocchi
Reazione di Gram Negativa Positiva
Incidenza nel tratto intestinale 107-109/g di feci 105-108/g di fece
Incidenza nelle feci di varie Assenti per alcuni Presenti nella maggior parte
specie animali
Specificità per il tratto intestinale Generalmente specifici Generalmente meno specifici
Incidenza al di fuori del tratto Comune in basse Comune in numero più elevato
intestinale concentrazioni
Facilità di isolamento Relativamente facile Più difficile
o identificazione
Risposta a condizioni Meno resistente Più resistente
ambientali avverse
Risposta al congelamento Meno resistente Più resistente
Sopravvivenza relativa in alimenti Generalmente bassa Alta
surgelati
Sopravvivenza relativa Bassa Alta
in alimenti secchi
Incidenza in vegetali freschi Bassa Generalmente alta
Incidenza in carne fresca Generalmente bassa Generalmente bassa
Incidenza in carne curata Bassa o assente Generalmente alta
Relazione con i patogeni intestinali Generalmente alta Più bassa
Relazione con patogeni di origine Bassa Bassa
alimentare non intestinali



stati suggeriti come indicatori di contaminazione fecale recente in acque dolci tropicali, poi-
ché muoiono più velocemente sia dei coliformi sia degli enterococchi60.

Complessivamente, la stretta associazione dei bifidobatteri con le feci, la loro assenza
dove non vi è materiale fecale, la loro incapacità di crescere in acqua e la specifica associa-
zione di alcuni di essi solo con feci umane rende questi batteri interessanti come indicatori
di contaminazione. D’altra parte, essendo anaerobi stretti, tendono a crescere lentamente e
richiedono diversi giorni per fornire risultati. Possono essere utili come indicatori per la
carne e i prodotti ittici, poiché crescono più facilmente in tali prodotti che nei vegetali (a
causa del potenziale redox naturalmente più elevato di questi ultimi).

20.2.4  Colifagi/Enterovirus

Ricerche condotte negli anni Venti hanno rivelato che i batteriofagi sono presenti nelle
acque in associazione con i loro batteri ospiti e ciò ha indotto Pasricha e DeMonte66 a sug-
gerire che fagi specifici per diversi patogeni intestinali potevano essere utilizzati come indi-
catori indiretti delle loro specie batteriche ospiti. Una procedura per la determinazione di
colifagi in campioni di acqua contenenti cinque o più fagi/100 mL, che può essere comple-
tata in 4-6 ore, è descritta negli Standard Methods for the Examination of Water and Waste-
water 4; la validità del rilevamento dei colifagi per l’acqua, è stata dimostrata impiegando il
ceppo E. coli C.

Per il rilevamento dei colifagi è fondamentale la capacità dei ceppi ospiti di consentire la
formazione di placche da parte di tutti i fagi vitali. Sebbene la procedura raccomandata dal-
l’American Public Health Association preveda l’impiego del ceppo E. coli C, potrebbero
essere usati contemporaneamente altri ospiti per aumentare il numero di placche sviluppate.
Non esiste un modo per contare tutti i fagi di E. coli o i fagi specifici per qualsiasi altro bat-
terio e ciò implica l’impiego di un mix di indicatori per ottenere migliori risultati70.

Poiché la determinazione dei colifagi basata sull’impiego di E. coli come ospite può riflet-
tere la presenza di fagi eterogenei con differenti caratteristiche di sopravvivenza, l’individua-
zione di fagi specifici per le cellule “maschio” (F+) è il solo metodo che consenta di ottene-
re una popolazione più omogenea; tali fagi sono costituiti da DNA a singolo filamento, omo-
genei e con struttura e dimensioni simili a quelle degli enterovirus33. Sebbene i loro ospiti
standard siano ceppi F + o Hfr di E. coli K-12, è possibile costruire cellule ospiti mediante
inserzione di plasmidi in Salmonella Typhimurium. Queste ultime cellule contengono pili F
che fungono da recettori per i colifagi specifici per le cellule maschio e sono utilizzate
sostanzialmente in modo analogo agli ospiti E. coli.

Utilità per le acque
La predizione dei coliformi fecali nell’acqua attraverso la quantificazione dei colifagi è stata
giudicata fattibile da alcuni ricercatori34,42,47,92, ma non da altri. In uno studio sui colifagi e
sui coliformi fecali e totali in acque naturali provenienti da 10 città, è stata riscontrata una
relazione lineare tra i due gruppi91.

Poiché le caratteristiche di sopravvivenza nell’ambiente di batteri e virus sono differenti,
i colifagi hanno destato interesse per la ricerca degli enterovirus, soprattutto nelle acque.
Diversi ricercatori hanno osservato che i coliformi non forniscono un indice adeguato per
predire correttamente la presenza di virus enterici nelle acque, mentre la sopravvivenza dei
colifagi nelle acque si è dimostrata parallela a quella dei virus enterici umani80. In una ricer-
ca condotta su acque considerate idonee per la coltivazione di ostriche lungo la Gulf Coast,
né i livelli di E. coli né quelli dei coliformi si sono dimostrati in grado di predire la presen-
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za di enterovirus nei molluschi25. Sono stati riscontrati enterovirus nel 43% dei campioni di
acque considerate accettabili e sicure per la balneazione, in base agli standard per i colifor-
mi, e nel 35% delle acque ritenute accettabili per la raccolta di molluschi27. In uno studio
effettuato su campioni da 100 g di vongole raccolte in acque aperte lungo le coste del North
Carolina, sono stati isolati virus enterici in 3 su 13 campioni provenienti da aree aperte alla
raccolta e in 6 su 15 campioni provenienti da aree in cui era vietata la raccolta91. È stata docu-
mentata un’intossicazione umana da epatite di tipo A causata dal consumo di ostriche prove-
nienti da acque aperte69. 

Uno studio condotto su campioni di acque reflue provenienti da differenti processi tecno-
logici ha confrontato le determinazioni di colifagi, coliformi totali, coliformi fecali, entero-
cocchi e conta microbica standard in piastra: i colifagi sono risultati correlati agli enterovi-
rus meglio di tutti gli altri gruppi microbici testati84. Acque di fogna sottoposte a trattamen-
to secondario sono state testate per la presenza di virus F-specifici, trovando livelli di conta-
minazione fino a 8200 ufp/mL33; non è ancora chiaro, tuttavia, come confrontare i test per i
colifagi F-specifici con quelli di analisi più tradizionali. Poiché l’habitat di alcuni colifagi è
rappresentato dalle acque ambientali, il loro livello non può essere direttamente correlato a
contaminazione fecale78. I colifagi F-specifici sono rappresentativi di inquinamento fecale
delle acque più dei colifagi totali, in quanto non formano pili F a temperature inferiori a
30 °C e quindi non possono infettare le cellule ospiti di tipo F + 79. In uno studio recente con-
dotto su 1081 campioni costituiti da feci umane, feci di 11 specie animali e acque di fogna
di provenienza umana, i fagi F-specifici sono risultati i migliori indicatori dell’eventuale pre-
senza di virus enterici umani in ambienti estuariali e marini contaminati da scarichi fogna-
ri12. Sebbene anche nei campioni di origine animale fossero presenti fagi F-specifici, la loro
concentrazione era generalmente bassa. 

Analogamente ai colifagi, anche i fagi di Bacteroides fragilis sono stati isolati da acque
altamente contaminate da feci umane; sebbene il loro numero tenda a essere più basso di
quello dei colifagi, sono più specifici per le feci umane. In uno studio, condotto su acque
reflue di impianti di macellazione o su acque contenti materiale fecale proveniente esclusiva-
mente da animali selvatici, questi fagi sono stati riscontrati in concentrazioni non significati-
ve; si è dimostrato, inoltre, che i fagi di B. fragilis si moltiplicano solo in anaerobiosi87.

I fagi costituiti da DNA a doppia elica (dsDNA) di Vibrio vulnificus, insieme alle loro cel-
lule ospiti, sono stati rilevati in diversi tessuti e liquidi intervalvari di ostrica; i fagi erano più
abbondanti e diversificati all’interno dei molluschi che nel loro habitat, suggerendone il pos-
sibile impiego come indicatori di V. vulnificus17. In un altro studio18 è stato dimostrato che la
concentrazione del microrganismo era minima nel periodo compreso tra gennaio e marzo e
massima nel periodo estivo e autunnale, raggiungendo 103-104 per grammo; anche i fagi di
V. vulnificus erano presenti in concentrazione più elevata durante quest’ultimo periodo.

Alcuni virus enterici umani non solo possono sopravvivere nell’acqua meglio dei colifor-
mi, ma tendono a essere anche più resistenti alla distruzione mediante clorazione. In uno stu-
dio, è stato dimostrato che il cloro distrugge il 99,999% dei coliformi totali, dei coliformi
fecali e degli streptococchi fecali presenti negli scarichi di fogna sottoposti a trattamento pri-
mario, ma solo l’85-99% dei virus53.

Quattro fagi sono stati confrontati per l’esposizione al riscaldamento, all’essiccamento e
alla clorazione: il virus dell’epatite A ha mostrato maggiore resistenza rispetto ai poliovirus 1
e a due piccoli colifagi a RNA (MS2) e a DNA (ΦX174) 51. Gli enterovirus bovini causano
infezioni asintomatiche nel bestiame; in uno studio sono stati ritrovati nelle feci del 76% dei
139 capi testati, nel 38% di 50 cervi della Virginia (Odocoileus virginianus) e in un’oca del
Canada (Branta canadensis) su 3 esaminate49. In questa ricerca tutti gli animali testati pasco-
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lavano nello stesso appezzamento e si abbeveravano nelle stesse acque: gli enterovirus bovini
sono stati ritrovati in ostriche raccolte in un corso d’acqua a valle della fattoria49. I teschovirus
(PTV) infettano in modo specifico i maiali; impiegando un metodo basato sulla RT-PCR, è
stato possibile rilevare 92 fg di RNA PVT/mL di campione 40. Questo gruppo di virus permet-
te quindi di identificare la contaminazione fecale di origine suina. 

Utilità per gli alimenti
L’utilità dell’impiego dei colifagi come indicatori dei coliformi negli alimenti è stata riporta-
ta da Kennedy e colleghi nel 1984 43. Dopo incubazione per 16-18 ore a 35 °C, gli autori hanno
isolato i colifagi da tutti i 18 campioni di pollo fresco e di salsiccia di maiale analizzati. Il
numero più elevato di colifagi – con valori variabili tra 3,3 e 4,4 log10 ufp/100 g – è stato rile-
vato nel pollo. In generale, è risultato che a elevati livelli di colifagi corrispondevano conte
elevate di coliformi fecali43. In uno studio successivo su 120 campioni di 12 prodotti diversi,
livelli di colifagi pari o superiori a 10 ufp/100 g sono riscontrati nel 56% dei campioni e in 11
dei prodotti analizzati44. Le concentrazioni più elevate sono state registrate nelle carni fresche
dopo 16-18 ore di incubazione e, in particolare, nei campioni di carne di pollo (da 2,66 a 4,04
log10 ufp/100 g). In generale, i colifagi risultavano correlati meglio a E. coli e ai coliformi
fecali che ai coliformi totali. Un altro lavoro45 ha dimostrato che il recupero dei colifagi dagli
alimenti non è influenzato dal pH nel range 6,0-9,0. Nonostante i risultati potessero essere
ottenuti in 4-6 ore, in questi studi sono state preferite incubazioni per 16-18 ore.

D’altra parte i colifagi F-specifici, che impiegano come ospite S. sierotipo Typhimurium,
non erano correlati con i coliformi totali, i coliformi fecali né con le conte aerobie in piastra
in 472 campioni di vongole provenienti dalla Chesapeake Bay13. La bassa concentrazione di
colifagi rilevata potrebbe essere stata dovuta alla generale assenza di contaminazione da
parte di scarichi fognari nelle acque in cui erano cresciuti i molluschi.

Alcuni ricercatori hanno studiato il possibile impiego di colifagi F-specifici come indica-
tori di contaminazione fecale per carote fresche: il 25% delle 25 carote esaminate è risulta-
to positivo per i fagi F +, l’8% per E. coli e solo il 4% per Salmonella 22. In un altro lavoro è
stata esaminata carne macinata per valutare l’efficienza di recupero di tre differenti gruppi di
fagi: è stato recuperato il 100% dei colifagi F +, il 69% dei colifagi somatici e il 65% dei fagi
di tre differenti salmonelle36. Su 8 prodotti alimentari commercializzati, lo stesso studio ha
rivelato la presenza di fagi F + nel 63% dei campioni esaminati e di fagi somatici nell’88%.
La sensibilità complessiva del metodo era di 3 ufp/100 g di carne di manzo o di pollo.

In generale i risultati disponibili per le acque e gli scarichi fognari e i limitati studi dispo-
nibili per gli alimenti suggeriscono che la determinazione dei colifagi può essere valida sia
come alternativa alla determinazione di E. coli o dei coliformi sia come indicatore diretto per
gli enterovirus. Data la rapidità dei metodi (i risultati possono essere ottenuti in 4-6 ore) e la
migliore correlazione agli enterovirus rispetto ai coliformi, sono auspicabili ulteriori ricer-
che sull’impiego dei colifagi. È necessario sviluppare sistemi di cellule ospiti che consenta-
no la formazione di placche da parte di tutti i colifagi, ma non da parte dei fagi che normal-
mente colonizzano altri batteri enterici affini.

20.3  Possibile sovraimpiego di indicatori di contaminazione fecale

Il successo dell’impiego dei coliformi/coliformi fecali per stabilire la potabilità dell’acqua ha
condotto al largo impiego di questi indicatori anche nella valutazione della sicurezza microbio-
logica degli alimenti. Tale impiego è stato esteso non solo a una grande varietà di alimenti, ma
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anche a superfici e utensili impiegati per la loro lavorazione. È stato stabilito che i coliformi e
i coliformi fecali possono essere presenti in elevate concentrazioni in alcuni alimenti e in
ambienti destinati alla loro trasformazione, come pure nelle acque, senza che ciò sia necessa-
riamente correlato alla sicurezza. Uno studio condotto in Italia su campioni di lattuga e finoc-
chio freschi, acquistati in punti vendita al dettaglio, ha riportato la carica mesofila aerobia e le
conte per coliformi, coliformi fecali, streptococchi fecali e salmonella riscontrate in tali pro-
dotti: i risultati sono presentati in tabella 20.923. Circa il 10% dei coliformi totali è risultato di
origine fecale in entrambi i prodotti; erano presenti, inoltre, tutti i generi di coliformi.

In uno studio effettuato nell’area di Boston Harbor su deiezioni di volatili per confronta-
re coliformi fecali, enterococchi e colifagi F-specifici, la concentrazione espressa in ufc/g dei
coliformi era: 101-105 per le oche, 105-109 per i piccioni, 103-108 per i gabbiani75; sono stati
inoltre rilevati fino a 106 ufp di colifagi somatici, 108 ufc di enterococchi e 102 ufp di colifa-
gi F-specifici per grammo di deiezioni. Il rilascio di concentrazioni così elevate di microrga-
nismi intestinali da parte di volatili sani può portare a un ingiustificato giudizio di non ido-
neità dell’acqua o dei prodotti ittici provenienti da tali ambienti.

Uno studio ha confrontato le concentrazioni di colifagi, coliformi fecali ed enterococchi
nelle feci di sette specie animali e dell’uomo32: come riportato nella tabella 20.10, in gene-
rale tutti i campioni contenevano elevate concentrazioni di ciascun gruppo microbico con
alcune eccezioni. Né i fagi F-specifici né i fagi somatici sono stati trovati nelle feci umane
in concentrazioni apprezzabili; mentre i coliformi fecali erano presenti in elevate concentra-
zioni nelle feci umane e in quelle di pollo.
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Tabella 20.9 Concentrazione di coliformi, coliformi fecali, streptococchi fecali e salmonelle
su lattuga e finocchio (valori medi annuali in ufc/g di prodotto)

Prodotto APC Coliformi Coliformi fecali Streptococchi fecali Salmonelle

Lattuga 6,59×107 5,95×104 6,13×103 2,24×103 5,4
Finocchio 2,32×106 7,82×104 7,78 ×103 3,15×103 9,2

(Da G. L. Ercolani 23, Bacteriological Quality Assessment of Fresh Marketed Lettuce and Fennel, Applied Environ-
mental Microbiology, 31: 847-852, copyrigtht © 1976 American Society for Microbiology, con autorizzazione)

Tabella 20.10 Media aritmetica della concentrazione di batteriofagi (ufp/g)
e di batteri indicatori (ufc/g) in feci umane e animali a

Fonte Fagi RNA Colifagi Coliformi Streptococchi Spore di
F-specifici somatici termotolleranti fecali Clostridi s.r. b

Maiale 2,8 ×103 3,4 ×106 3,0 ×106 7,3 ×105 6,4 ×102

Pollo >1,2 ×106 1,1 ×107 1,9 ×108 5,6 ×106 <102

Cane <101 4,1 ×104 9,0 ×107 8,2 ×106 1,6 ×106

Vacca <101 4,0 ×105 5,6 ×105 1,1 ×105 9,8 ×102

Cavallo <101 2,2 ×104 1,8 ×105 1,3 ×104 <102

Pecora 1,9 ×103 3,1 ×106 1,2 ×107 1,3 ×105 <102

Vitello 5,8 ×104 2,2 ×107 3,2 ×107 1,1 ×106 8,0 ×103

Uomo <101 6,1 ×104 1,9 ×108 3,7 ×105 >1,8 ×103

a I risultati sono la media di dieci campioni miscelati, derivanti ognuno da tre individui.
b s.r. : solfito riduttori.
(Da Havelaar et al.32 (1986) Bacteriophages and Indicator Bacteria in Human and Animal Feces, Journal of Applied
Bacteriology, vol. 60, p. 259, copyright © 1986 Blackwell Science Ltd, con autorizzazione)



In uno studio effettuato sugli escrementi di tartarughe della specie Malaclemys terrapin,
che vivono nelle acque salmastre delle paludi costiere del sudest degli Stati Uniti, il 51% dei
tamponi prelevati dalle cloache e l’80% dei campioni di feci sono risultati positivi per i coli-
formi fecali. 

Come evidenziato da molte altre ricerche, gli studi citati dimostrano che i coliformi e i
coliformi fecali sono presenti in diversi ambienti e in molte materie prime alimentari, ma ciò
ha scarsa o nulla correlazione con la sicurezza degli alimenti. L’impiego eccessivo e scorret-
to di tali gruppi microbici potrebbe far considerare erroneamente non idonei prodotti sicuri;
d’altra parte può portare all’accettazione di prodotti non sicuri a causa di un impiego non
appropriato dei medesimi indicatori.

20.4  Microbiologia predittiva /Modellazione microbica

La presenza/assenza di microrganismi indicatori, come si è visto, è impiegata per predire la
sicurezza degli alimenti. Se un microrganismo indicatore è assente, il prodotto è considera-
to sicuro limitatamente al pericolo per il quale è impiegato l’indicatore stesso. D’altra parte,
un prodotto può presentare una concentrazione estremamente bassa di un indicatore di sicu-
rezza, ma non rappresentare un pericolo. Ciò è vero per molti patogeni, come gli stafilococ-
chi enterotossigeni. Quando sono riscontrate basse concentrazioni di un indicatore o di un
patogeno, è importante conoscere come questi potranno comportarsi in un prodotto alimen-
tare nel tempo. Lo studio del comportamento futuro coinvolge diversi parametri ambientali
che influenzano la crescita e l’attività dei microrganismi negli alimenti; per predire l’evolu-
zione di basse concentrazioni di patogeni presenti in un dato alimento, è necessario conosce-
re le interazioni tra tali microrganismi e i parametri di interesse.

La modellazione microbica o microbiologia predittiva è una disciplina emergente che
impiega modelli matematici ed equazioni per predire la crescita e/o l’attività di un microrga-
nismo in un alimento nel tempo. Predizione e modellazione non rappresentano novità asso-
lute, in quanto già largamente utilizzate nei calcoli relativi ai processi termici applicati alle
conserve a bassa acidità (capitolo 17). L’elemento interessante è rappresentato dall’applica-
zione di tali concetti a una gamma più ampia di microrganismi patogeni e alteranti median-
te l’impiego di sofisticati modelli matematici informatizzati in grado di elaborare contempo-
raneamente una molteplicità di parametri di crescita2,28,54,90,93,94.

Come si è visto nel capitolo 2, a proposito degli effetti della temperatura, predire la cre-
scita di un microrganismo al variare di un singolo parametro non è troppo difficile. Le diffi-
coltà sorgono quando è coinvolta una molteplicità di parametri, come dimostrato da alcuni
studi condotti per determinare l’effetto della loro interazione sui microrganismi. Un esempio
di tale approccio è il lavoro di Buchanan e Philips8, che hanno studiato l’interazione di cin-
que parametri (pH, temperatura, nitrito, NaCl e atmosfera gassosa) sulla crescita di Listeria
monocytogenes. Dopo aver adattato i dati relativi a 709 curve di crescita alla funzione di
Gompertz mediante analisi di regressione non lineare, questi ricercatori hanno concluso che
tale funzione poteva fornire “stime preliminari” ragionevoli del comportamento di L. mono-
cytogenes in funzione dei parametri esaminati.

L’effettiva applicazione della microbiologia predittiva richiede la selezione di modelli
matematici appropriati, in grado di esprimere gli effetti dei parametri ambientali sulla cresci-
ta microbica. Tra i numerosi modelli proposti e testati vi sono quelli cinetici di tipo non
lineare di Arrhenius e di Belehradek. Il primo è applicato con la variabile dipendente espres-
sa come logaritmo naturale della velocità di crescita, mentre il secondo è applicato con la
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variabile dipendente espressa come radice quadrata della velocità di crescita72. Sono dispo-
nibili diversi software per l’applicazione di tali modelli alla microbiologia predittiva. 

Una delle applicazioni più semplici della microbiologia predittiva è l’uso della simulazio-
ne di Monte Carlo. Questo metodo adatta la funzione di distribuzione della probabilità ai dati
sperimentali per prevedere la shelf life/sicurezza conseguente alla variazione di parametri
ambientali come pH, aw eccetera. Nell’applicazione del metodo Monte Carlo per prevedere
la shelf life del latte pastorizzato, i dati impiegati sono la concentrazione iniziale di micror-
ganismi alteranti, il tempo di generazione e la temperatura di conservazione del latte. Questi
e altri rilevanti dati sono stati analizzati con appropriati software per analisi statistica, riscon-
trando che una diminuzione di 2,1 °C della temperatura di conservazione del latte, ne aumen-
ta significativamente la shelf life simulata, riducendo anche di oltre il 50% la concentrazio-
ne microbica76. Se sono noti sufficienti parametri relativi a un patogeno, la simulazione di
Monte Carlo può essere utilizzata per predire la crescita del microrganismo e il risultato in
termini di danno per la salute pubblica.
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Tra le qualità che dovrebbero essere associate agli alimenti una delle più importanti è l’assen-
za di microrganismi patogeni. Sebbene la sola applicazione delle buone pratiche di fabbrica-
zione (GMP, good manufacturing practices) non garantisca l’assenza di tali microrganismi
(tolleranza zero), l’obiettivo è produrre alimenti che ne contengano il più basso numero pos-
sibile. La concentrazione delle aziende in un numero minore di industrie di trasformazione –
che producono una maggior quantità di prodotti, destinati a essere conservati più a lungo e tra-
sportati più lontano prima di arrivare ai consumatori – ha reso necessari nuovi approcci per
garantire la sicurezza degli alimenti. Gli approcci classici al controllo della qualità microbio-
logica erano basati quasi esclusivamente sull’analisi microbiologica delle materie prime e dei
prodotti finiti, ma il tempo richiesto per ottenere i risultati è in molti casi troppo lungo. A tale
riguardo, sono stati di grande utilità lo sviluppo e l’impiego di alcuni metodi rapidi, ma que-
sti – da soli – non hanno ovviato alla necessità di nuovi approcci per garantire la sicurezza ali-
mentare. In questo capitolo il sistema HACCP (hazard analysis critical control point) viene
presentato come metodo elettivo per garantire la sicurezza degli alimenti dalla fattoria alla
tavola; viene inoltre delineato il concetto più recente di FSO (food safety objective). Se neces-
sario, per alcuni ingredienti e alimenti possono essere fissati criteri microbiologici, che costi-
tuiscono, insieme ai piani di campionamento, componenti del sistema HACCP.

21.1 Sistema HACCP

La trattazione che segue non rappresenta uno strumento per definire, da solo, un programma
HACCP per uno stabilimento di produzione o per un’azienda di ristorazione. A tale scopo, la
letteratura in materia è ricca di pubblicazioni che trattano in maniera approfondita il sistema
HACCP 4,7,9,13,14,24 o offrono informazioni più generali 5,18,22,23. L’obiettivo di questa prima
parte del capitolo è fornire una visione generale dell’HACCP e alcuni esempi di come tale
sistema possa essere organizzato.

L’applicazione dell’HACCP dovrebbe portare alla produzione di alimenti microbiologica-
mente sicuri mediante l’analisi dei pericoli associati alle materie prime, di quelli che posso-
no presentarsi nel corso della lavorazione e di quelli che possono risultare da usi impropri da
parte del consumatore. Si tratta di un approccio proattivo e sistematico per controllare i peri-
coli di origine alimentare. Mentre alcuni approcci classici alla sicurezza degli alimenti erano
basati soprattutto sull’analisi del prodotto finale, il sistema HACCP enfatizza la qualità di
tutti gli ingredienti e di tutte le fasi di processo, partendo dal presupposto che la sicurezza
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dei prodotti possa essere garantita solo dal controllo adeguato di questi elementi. Il sistema
è dunque concepito per il controllo dei microrganismi nei diversi punti della produzione e
della preparazione. I cinque principali fattori coinvolti negli episodi di malattie a trasmissio-
ne alimentare registrati negli Stati Uniti tra il 1961 e il 1982 sono elencati nella tabella 21.1,
dalla quale risulta il ruolo significativo svolto dalla manipolazione e dalla preparazione degli
alimenti 2. In Canada, nel 1984, il 39% circa degli episodi di malattie trasmesse da alimenti
è stato causato dalla scorretta manipolazione degli alimenti negli esercizi di ristorazione26.
L’implementazione appropriata dell’HACCP negli esercizi di ristorazione (e anche in ambi-
to domestico) determina una riduzione delle malattie trasmesse dagli alimenti.

Nel 1985 il National Research Council16, della National Academy of Science statuniten-
se, ha definito il sistema HACCP l’approccio più specifico e critico per controllare i perico-
li microbiologici associati agli alimenti e ne ha raccomandato l’applicazione durante la loro
lavorazione; pertanto ha invitato le agenzie governative responsabili del controllo dei peri-
coli microbiologici negli alimenti a promulgare appositi regolamenti che obbligassero le
industrie del settore alimentare a utilizzare il sistema HACCP. In Italia l’obbligo del sistema
HACCP è stato introdotto dal DLgs 155/97, “Attuazione delle direttive 93/43/CEE e 96/3/CE
concernenti l’igiene dei prodotti alimentari”, e confermato dal Regolamento CE 852/2004.
L’attuazione di alcuni prerequisiti è indispensabile per sviluppare correttamente tale sistema.

21.1.1  Programmi prerequisito

Questi programmi includono un’ampia gamma di attività e di condizioni che pur non facen-
do parte del sistema HACCP, sviluppato per uno specifico prodotto alimentare, possono
influenzarne notevolmente l’efficacia. In letteratura sono reperibili esempi e indicazioni per
l’attuazione di tali programmi14,21. In sintesi i programmi prerequisito considerano, prima che
il piano HACCP sia implementato, i problemi e gli aspetti relativi all’intero contesto nel quale
si svolge la lavorazione degli alimenti; tra i quali: l’adeguatezza dei servizi, il controllo dei
fornitori, la sicurezza e la manutenzione delle attrezzature e degli impianti, la pulizia e la sani-
ficazione di impianti, attrezzature e ambienti, l’igiene personale degli addetti, il controllo
delle sostanze chimiche e degli infestanti. I prerequisiti includono anche le GMP12 e dovreb-
bero consentire standard igienico-sanitari accettabili prima di attuare il sistema HACCP. 

21.1.2  Definizioni

Nello sviluppo e nell’implementazione di un sistema HACCP sono utilizzati i seguenti ter-
mini e concetti definiti dalla International Commission on Microbiological Specifications for

Tabella 21.1 Principali fattori che hanno contribuito alle epidemie di malattie
a trasmissione alimentare registrate negli Stati Uniti dal 1961 al 1982

Fattori %

Raffreddamento improprio 44
Intervallo di 12 o più ore tra la preparazione e il consumo 23
Contaminazione da parte degli addetti alla preparazione 18
Aggiunta di ingredienti crudi non seguita da cottura/riscaldamento 16
Cottura/inscatolamento/riscaldamento inadeguati 16

(Da Bryan1,2)
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Foods (ICMSF)8 e/o dal National Advisory Committee on the Microbiological Criteria for
Foods (NACMCF)14.

– Punto di controllo (CP): qualsiasi punto o fase all’interno di uno specifico sistema ali-
mentare in cui la perdita di controllo non comporta un rischio inaccettabile per la salute.

– Punto critico di controllo (CCP): qualsiasi punto, fase o procedura di un sistema alimentare
in cui sia possibile applicare misure di controllo per minimizzare o prevenire un pericolo.

– Limite critico: uno o più valori soglia fissati che devono essere rispettati per garantire che
un CCP controlli efficacemente un pericolo microbiologico per la salute.

– Albero decisionale: sequenza di domande che consente di stabilire se un CP è un CCP.
– Azione correttiva: procedura da seguire in caso di deviazione dal limite critico.
– Deviazione: scostamento dal limite critico fissato per un CCP.
– Piano HACCP: documento scritto che delinea le procedure formali da seguire in accordo

con questi principi generali.
– Pericolo: qualsiasi proprietà biologica, chimica o fisica che possa causare un rischio inac-

cettabile per la salute del consumatore (in termini di contaminazione, livello di tossine,
crescita e/o sopravvivenza di microrganismi indesiderabili).

– Monitoraggio: sequenza pianificata di osservazioni o misurazioni dei limiti critici fissati
per un dato CCP designata per disporre di un’accurata registrazione e garantire che il CCP
sia sotto controllo.

– Categoria di rischio: una delle sei categorie di rischio basate sulle caratteristiche dei peri-
coli associati a un alimento.

– Validazione: componente della verifica focalizzata sulla raccolta e sulla valutazione di
informazioni scientifiche e tecniche per determinare se il piano HACCP, quando corretta-
mente implementato, può efficacemente controllare i pericoli individuati.

– Verifica: metodi, procedure e analisi utilizzati per verificare che tutte le operazioni siano
conformi a quanto previsto dal piano HACCP.

21.1.3  Principi di base del sistema HACCP

Sebbene con diverse interpretazioni, l’ICMF e la NACMCF considerano l’HACCP un approc-
cio naturale e sistematico alla sicurezza degli alimenti, basato sui seguenti sette principi:

1. Valutazione dei pericoli e dei rischi associati a: crescita, raccolta, materie prime, ingre-
dienti, lavorazione, trasformazione, distribuzione, vendita, preparazione e consumo del-
l’alimento in questione.

2. Determinazione dei CCP necessari per tenere sotto controllo i pericoli identificati.
3. Definizione dei limiti critici che devono essere rispettati per ciascun CCP identificato.
4. Definizione delle procedure per il monitoraggio dei CCP.
5. Definizione delle azioni correttive che devono essere adottate quando mediante monito-

raggio di un CCP si individua una deviazione.
6. Definizione delle procedure per la verifica del corretto funzionamento del sistema HACCP.
7. Definizione di un sistema per la tenuta e l’archiviazione delle registrazioni che documen-

ti il piano HACCP.

Principio 1 - Valutazione dei pericoli e dei rischi associati
I pericoli e i rischi possono essere valutati per ciascun ingrediente alimentare lungo un dia-
gramma di flusso o caratterizzando il prodotto finale attribuendogli una classe di pericolo
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variabile da A a F. La presenza di un pericolo viene indicata con il segno (+). Sono state defi-
nite sei classi di pericolo, che rappresentano un’estensione delle tre proposte dal National
Research Council (NRC)17 per il controllo delle salmonelle.

A. Classe speciale di alimenti rappresentata da prodotti non sterili destinati a consumatori a
rischio, compresi bambini, anziani, ammalati e pazienti immunodepressi.

B. Classe di prodotti contenenti ingredienti “sensibili” in relazione ai pericoli microbiologi-
ci (per esempio, latte e carni fresche).

C. Classe di alimenti per i quali non è prevista una fase di processo controllata (per esem-
pio, pastorizzazione termica) in grado di distruggere tutti i microrganismi patogeni.

D. Classe di prodotti soggetti a ricontaminazione dopo il processo produttivo e prima del con-
fezionamento (per esempio, latte pastorizzato allo stato sfuso e poi confezionato).

E. Prodotti che potrebbero essere dannosi o inadatti al consumo per la consistente possibi-
lità di gestione scorretta nella fase di distribuzione e/o da parte del consumatore (per
esempio, prodotti refrigerati mantenuti al di sopra delle temperature previste).

F. Prodotti per i quali non è previsto un trattamento termico finale dopo il confezionamen-
to o prima del consumo domestico.

Successivamente, i prodotti dovrebbero essere assegnati a una delle sei categorie di rischio
derivate dall’ampliamento delle quattro proposte dal NRC16.

VI. Categoria speciale che comprende alimenti non sterili progettati e destinati ai consuma-
tori definiti nella classe di pericolo A.

V. Prodotti alimentari soggetti a tutte le cinque classi generali di pericolo (B, C, D, E e F).
IV. Prodotti alimentari soggetti a quattro delle classi generali di pericolo.
III. Prodotti soggetti a tre delle classi generali di pericolo.
II. Prodotti soggetti a due delle classi generali di pericolo.
I. Prodotti soggetti a una delle classi generali di pericolo.
0. Prodotti non soggetti a pericoli.

Principio 2 - Determinazione dei CCP
L’ICMSF ha riconosciuto due tipi di CCP: CCP1, in grado di assicurare il controllo di un
pericolo, e CCP2 in grado di minimizzare un pericolo9. CCP tipici sono i seguenti.

1. Fase di trattamento termico in cui le combinazioni tempo-temperatura devono essere man-
tenute per distruggere determinati microrganismi patogeni.

2. Congelamento e tempo impiegato nel processo di congelamento (durante il quale i micror-
ganismi patogeni possono ancora moltiplicarsi).

3. Mantenimento del pH di un alimento a un livello che prevenga la crescita dei patogeni.
4. Igiene del personale.

Per identificare i CCP, viene spesso utilizzato un albero decisionale come quello presentato
in figura 21.1.

Principio 3 - Definizione dei limiti critici
Un limite critico è rappresentato da una o più tolleranze predefinite che devono essere rispet-
tate per assicurare che un CCP controlli efficacemente un pericolo microbiologico. Ciò
potrebbe significare mantenere le temperature di refrigerazione entro un limitato specifico
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intervallo, oppure assicurare che una specifica temperatura minima letale venga raggiunta e
mantenuta sufficientemente a lungo per ottenere la distruzione dei patogeni. Esempi del
secondo tipo includono il raggiungimento delle temperature riportate nella tabella 21.2 per il
controllo dei microrganismi indicati.

Principio 4 - Definizione delle procedure per il monitoraggio dei CCP
Il monitoraggio di un CCP implica la misurazione o l’osservazione programmata di un CCP e
dei suoi limiti critici; i risultati del monitoraggio devono essere documentati. Per esempio, se
la temperatura di una certa fase del processo non deve superare 40 °C, dovrebbe essere instal-
lato un registratore a carta. Le analisi microbiologiche non sono utilizzate per il monitoraggio
poiché richiedono troppo tempo per fornire i risultati. I parametri fisici e chimici, quali tempo,
pH, temperatura e aw, possono essere misurati rapidamente, ottenendo risultati immediati.

Principio 5 - Definizione delle azioni correttive
Quando durante il monitoraggio di un CCP si verificano deviazioni, vanno attuate azioni cor-
rettive predefinite. Tali azioni devono eliminare il pericolo che si è generato per qualsiasi
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Figura 21.1 Esempio di albero decisionale per il controllo delle materie prime. (Da Mortimore e
Wallace13, copyright © 1994 Kluwer Academic Publishers)

Vi è un pericolo associato
a questa materia prima?

È possibile eliminare questo
pericolo con un trattamento?

Vi è un rischio di contaminazione
crociata di attrezzature o altri

prodotti che non saranno controllati?

Domanda 1

Domanda 2

Domanda 3

Materia prima sensibile
È necessario un alto livello di controllo

CCP**

SÌ

SÌ

SÌ

NO

Procedi*

Materia prima sensibile
È necessario un alto livello di controllo

CCP**

Procedi*

NO

NO

* Procedi con l’esame della materia prima successiva
** In base all’analisi del pericolo, è probabile che questa materia prima debba essere trattata come un CCP



Microbiologia degli alimenti542

Tabella 21.2 Alcuni parametri USDA per la cottura e il raffreddamento di prodotti deperibili a
base di carne e pollame non trattati

Parametri di cottura
USDA e FSIS* ha fissato le temperature minime che devono essere raggiunte durante la cottura all’in-
terno dei prodotti deperibili a base di carne e pollame non trattati. Tali valori di temperatura sono
inclusi nel Title 9 del Code of Federal Regulation (CFR 301-390) o in altre disposizioni emanate dal FSIS.

Prescrizioni per la cottura **

Carne bovina e roast beef (9 CFR 318.17) 130-145 °F (54,4-62,7 °C)
(121 minuti a 130 °F; istantanea a 145 °F)

Polpettone di carne al forno (9 CFR 317.8) 160 °F (71,1 °C)

Arrosti di maiale al forno (9 CFR 317.8) 170 °F (76,7 °C)

Carne di maiale (per la distruzione delle trichine) 120-144 °F (48,9-62,2 °C)
(21 ore a 120 °F; istantanea a 144 °F) (9 CFR 318.10)

Involtini di pollame cotto e altri prodotti non trattati 160 °F (71,1 °C)
a base di pollame (9 CFR 381.150)

Anatra cotta, salata (FSIS Policy Book) 155 °F (68,3 °C)

Polpettone di pollo in gelatina (FSIS Policy Book) 160 °F (71,1 °C)

Prodotti macinati, parzialmente cotti (FSIS Notice 92-85) ≥ 151 °F per 1 minuto
≥ 148 °F per 2 minuti
≥ 146 °F per 3 minuti
≥ 145 °F per 4 minuti
≥ 144 °F per 5 minuti

Parametri di raffreddamento
Anche i parametri per il raffreddamento e la conservazione dei prodotti refrigerati, inclusi temperatu-
re e tempi, sono riportati nei regolamenti (9 CFR) e nelle disposizioni delle Agenzie governative.

Prescrizioni per il raffreddamento

Linee guida per la conservazione refrigerata e punti di controllo 40 °F (4,4 °C)
della temperatura interna

Temperature raccomandate per la conservazione refrigerata 35 °F (1,7 °C)
per periodi superiori a una settimana (FSIS Directive 7110.3)

Le procedure di raffreddamento richiedono che la temperatura interna del prodotto non rimanga
tra 130 °F (54,4 °C) e 80 °F (26,7 °C) per più di 1,5 ore oppure tra 80 °F (26,7 °C) e 40 °F (4,4 °C)
per più di 5 ore (FSIS Directive 7110.3)

Le procedure per il raffreddamento di tagli interi di muscolo (per esempio roast beef ) richiedono
che la refrigerazione abbia inizio entro 90 minuti dal termine della cottura. Il prodotto deve essere
raffreddato da 120 °F (48 °C) a 55 °F (12,7 °C) in non più di 6 ore. Il raffreddamento deve continuare
e il prodotto non deve essere confezionato per il trasporto prima che abbia raggiunto 40 °F (4,4 °C).

Il roast beef destinato all’esportazione nel Regno Unito deve essere raffreddato ad almeno 68 °F
(20 °C) entro 5 ore dal termine della cottura e ad almeno 46 °F (7 °C) entro le successive 3 ore.

* FSIS: Food Safety and Inspection Service; USDA: US Department of Agriculture; CFR: Code of Federal Regulation.

** Alcune prescrizioni di temperatura sono basate sull’aspetto del prodotto e sulle indicazioni riportate
sull’etichetta più che sulla sicurezza.



deviazione dal piano HACCP. Un prodotto che a causa della deviazione potrebbe essere non
sicuro deve essere rimosso. Sebbene possano variare ampiamente, in generale le azioni cor-
rettive attuate devono essersi dimostrate in grado di riportare sotto controllo il CCP.

Principio 6 - Definizione delle procedure per la verifica
La verifica consiste di metodi, procedure e analisi utilizzati per determinare se il sistema è
in accordo con quanto previsto dal piano. La verifica conferma che tutti i pericoli sono stati
identificati durante lo sviluppo del piano HACCP; le misurazioni per la verifica possono
includere la conformità a un insieme di criteri microbiologici, nel caso questi siano stati pre-
visti. Le attività di verifica prevedono l’implementazione di programmi per le ispezioni,
comprese quelle per la revisione del piano HACCP, le registrazioni relative ai CCP, le devia-
zioni, il prelievo e l’analisi di campioni casuali e le registrazioni scritte delle ispezioni effet-
tuate. I report delle ispezioni di verifica dovrebbero includere i nominativi delle persone
responsabili del piano HACCP e del suo aggiornamento, i dati del monitoraggio diretto dei
CCP durante la produzione, la certificazione che gli strumenti impiegati per il monitoraggio
siano correttamente tarati e le procedure attuate in caso di deviazioni.

Principio 7 - Definizione di un sistema per la tenuta e l’archiviazione delle registrazioni
Il piano HACCP deve essere conservato nello stabilimento di produzione e messo a disposi-
zione in caso di controllo ufficiale. Per la registrazione e la documentazione del sistema pos-
sono essere impiegati modelli appositamente sviluppati o modelli standard opportunamente
modificati. Solitamente questi modelli vengono compilati regolarmente e poi archiviati. I
modelli devono fornire la documentazione relativa a tutti gli ingredienti, le fasi di processo,
il confezionamento, lo stoccaggio e la distribuzione.

21.1.4  Diagrammi di flusso

Lo sviluppo di un piano HACCP per uno stabilimento alimentare inizia con la costruzione di
un diagramma di flusso dell’intero processo produttivo. Il diagramma deve partire dall’ac-
quisizione delle materie prime e comprendere tutte le fasi fino al confezionamento e alla
distribuzione. La figura 21.2 riporta un diagramma di flusso per la produzione di pasticci di
carne bovina cotti e surgelati. Nell’esempio, per avviare il processo HACCP, occorre porre
le tre domande illustrate nella figura 21.1: la risposta a tutte e tre le domande è affermativa.

Domanda 1 Esiste un pericolo? I pasticci di carne cruda macinata sono notoriamente un vei-
colo di E. coli O157:H7, Toxoplasma gondii e salmonelle.
Domanda 2 Il pericolo può essere eliminato? Può essere eliminato nella fase 5 (cottura).
Domanda 3 Vi è il rischio di contaminazione crociata? Può verificarsi nelle fasi 7, 8 e 10.

21.1.5  Applicazione dei principi HACCP

Di seguito è presentata l’applicazione dei sette principi dell’HACCP alla produzione di
pasticci di carne bovina cotti e surgelati, come schematizzato in figura 21.2: le fasi del pro-
cesso sono quelle riportate nel diagramma di flusso.

Principio 1 - Pericoli e rischi
La carne cruda è un ingrediente sensibile e il prodotto cotto è soggetto a ricontaminazione
dopo il processo produttivo e durante la distribuzione.
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Principio 2 - CCP
Un importante aspetto relativo alla fase 1 è la condizione complessiva delle carcasse o dei
tagli di bovino. Le considerazioni che seguono si basano sull’ipotesi che la carne sia stata
prodotta e lavorata in conformità alle GMP. La fase 5 è indubbiamente un CCP1, poiché con-
sente di eliminare i pericoli. CCP2 possono essere identificati nelle fasi 6 e 8 e, probabilmen-
te, anche nella fase 7.

Principio 3 - Limiti critici
La temperatura è il parametro critico dalla fase 1 alla fase 9; occorre prevedere un’adeguata
refrigerazione nelle fasi da 1 a 4 e temperature appropriate di cottura, nella fase 5, di conge-
lamento, nelle fasi da 6 a 8, e di riscaldamento nella fase 9. L’obiettivo è mantenere sempre
la carne fresca a non più di 40 °F (4,4 °C); cuocere i pasticci a 160 °F (71,1 °C), congelarli a
–18 °C (– 0,4 °F) e immagazzinarli alla stessa temperatura.

Principio 4 - Monitoraggio dell’HACCP
Per monitorare le variabili di processo, utilizzare registratori a carta (o videografici) nelle
fasi da 2 a 4, termometri nelle fasi 5 e 6 e registratori di temperatura nella fase 8.
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Figura 21.2 Esempio di diagramma di flusso per la produzione di pasticci di carne bovina cotti e surge-
lati. (Riproduzione autorizzata da The International Committee on Microbiological Specifications for
Foods of the International Union of Microbiological Society (ICMSF), Journal of Food Protection 61: 1255,
copyrigth © 1998 International Association of Milk, Food Environmental Sanitarians)

1. Ricevimento (manzo)

2. Macinazione

3. Miscelazione

4. Formatura

5. Cottura

6. Congelamento

7. Imballaggio

8. Distribuzione

9. Riscaldamento

10. Somministrazione



Principio 5 - Azioni correttive
Si riferiscono alle deviazioni dai limiti critici identificate durante il monitoraggio dei CCP.
Le specifiche azioni correttive da attuare dovrebbero essere spiegate con molta chiarezza.
Per esempio, se nella fase 5 non viene raggiunta la temperatura prevista, il lotto di prodotto
dovrà essere scartato, riprocessato o destinato ad altro impiego?

Principio 6 - Verifica
In sintesi, è una valutazione dell’efficacia del sistema HACCP. Solitamente, vengono effet-
tuate alcune analisi microbiologiche allo scopo di verificare, per esempio, se nella fase 5
sono stati distrutti tutti i microrganismi patogeni oppure se negli esercizi di vendita al detta-
glio il prodotto ha subito una contaminazione dopo la cottura.

Principio 7 - Registrazione dei dati
Dovrebbe essere effettuata per ciascun lotto di prodotto, per verificare gli eventi nelle fasi da
2 a 4. Dove è importante la temperatura ambiente, occorre impiegare un sistema di registra-
zione di tale parametro. Nella figura 21.3 è riportato un diagramma di flusso per la produzio-
ne di roast beef. La cottura è il CCP più importante (CCP1), seguita dal raffreddamento e dalla
prevenzione della ricontaminazione dopo la cottura. La temperatura di cottura dovrebbe rag-
giungere 62,3 °C (145 °F) o valori sufficienti per conseguire una riduzione di 4 unità logarit-
miche della concentrazione di L. monocytogenes. Tali valori di temperatura non distruggeran-
no le spore di Clostridium perfringens, la cui germinazione e crescita devono essere control-
late mediante refrigerazione e conservazione appropriate. I parametri di cottura e raffredda-
mento per le carni non sottoposte a salagione deperibili sono riportati nella tabella 21.2.
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Figura 21.3 Diagramma di flusso per la produzione di roast beef. (Da ICMSF 9, copyright © 1988
Blackwell Scientific Publications, con autorizzazione)
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Maturazione �

Formatura �
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Raffreddamento �

Confezionamento �

Stoccaggio
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CCP2

CCP1

CCP2

CCP2

CCP2

� Indica un punto meno soggetto
a contaminazione

� Indica un punto più soggetto
a contaminazione

CCP1: CCP efficace

CCP2: CCP non assoluto



21.1.6  Alcuni limiti del sistema HACCP

Sebbene si tratti del miglior sistema finora sviluppato per il controllo dei pericoli microbio-
logici negli alimenti, dalla fattoria alla tavola, l’applicazione uniforme dell’HACCP nelle
industrie di produzione e di somministrazione degli alimenti ha suscitato qualche dibattito.
Tra le questioni e le preoccupazioni irrisolte sollevate da Tomkin27 vi sono le seguenti.

1. Il sistema HACCP richiede l’istruzione degli addetti alla manipolazione degli alimenti, in
particolare nelle aziende di ristorazione e in ambito domestico; se ciò possa essere realiz-
zato rimane ancora da verificare. La mancata comprensione dell’HACCP da parte di que-
ste persone potrebbe portare al fallimento del sistema.

2. Per essere efficace, questo concetto deve essere accettato non solo dai produttori di ali-
menti, ma anche dagli organi di controllo e dai consumatori. L’applicazione inefficace del
sistema HACCP, a qualsiasi livello, può essere pregiudizievole per il suo successo com-
plessivo per un alimento.

3. Come si è visto non sempre gli esperti sono d’accordo nel considerare una data fase come
un CCP e possono avere opinioni diverse sul modo ottimale per monitorare tali fasi. Que-
sto disaccordo può indebolire la fiducia degli operatori nel sistema HACCP.

4. L’adozione del sistema HACCP da parte dell’industria può generare nei consumatori una
fiducia eccessiva sulla sicurezza di un prodotto, portandoli a ritenere che non sia necessa-
rio adottare le usuali precauzioni dal momento dell’acquisto a quello del consumo. I con-
sumatori devono essere consapevoli che la maggior parte delle epidemie di malattie tra-
smesse da alimenti è causata da errori nella manipolazione degli alimenti in ambito dome-
stico e negli esercizi di ristorazione e che, nonostante le misure adottate dal produttore, i
principi dell’HACCP devono essere osservati anche dopo l’acquisto degli alimenti.

21.1.7  Food Safety Objective (FSO)

Un FSO rappresenta una frequenza o una concentrazione massima di un pericolo microbio-
logico in un alimento considerate accettabili per la sicurezza del consumatore28. Il FSO è
stato approvato dall’ICMSF; le fasi necessarie per la sua implementazione sono schematiz-
zate nella figura 21.4. Tra gli esempi di FSO specifici vi sono28:

– la concentrazione di enterotossine stafilococciche nel formaggio non deve essere superio-
re a 1 μg/100 g;

– il contenuto di aflatossine nelle arachidi non deve superare 15 μg/kg;
– negli alimenti pronti al consumo la concentrazione di L. monocytogenes non deve essere

superiore a 100/g al momento del consumo (vedi anche cap. 25);
– la concentrazione di salmonelle sulla carne di pollo cruda non deve essere superiore al

10% (di campioni positivi). Per altri FSO si veda il riferimento bibliografico 28.

In merito a un FSO per S. aureus nei prodotti da forno alla crema, da uno studio è risultato
che il 37,3% di 1438 addetti alla manipolazione esaminati in quattro Paesi era portatore del
microrganismo25. In 11 epidemie da stafilococco, verificatesi in 8 Paesi diversi, i prodotti da
forno coinvolti contenevano livelli di S. aureus variabili da 106 a 109 ufc/g. In 9 di queste epi-
demie, nelle quali è stato identificato il tipo di tossina, la maggior parte degli isolati produce-
va enterotossine di tipo A (SEA); un’epidemia è stata causata da SED. Circa il 40% dei 536
addetti alla manipolazione degli alimenti era portatore di ceppi enterotossigeni di S. aureus25.
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21.2  Criteri microbiologici

L’idea di fissare dei limiti microbiologici per alcuni alimenti per definirne la sicurezza o la
qualità complessiva risale all’inizio del 1903, quando Marxer suggerì per gli hamburger di
carne un limite di conta aerobia su piastra (APC) di 106/g. Analogamente, limiti di APC e di
microrganismi indicatori furono proposti negli anni Venti e Trenta per molti altri prodotti; in
particolare, il latte pastorizzato era uno degli alimenti per i quali i limiti erano ampiamente
accettati. L’origine dei limiti microbiologici per gli alimenti è stata oggetto di studio6. Nel
tentativo di fare chiarezza e di trovare un linguaggio condiviso a livello internazionale, la
Codex Alimentarius Commission ha stabilito alcune definizioni, adottate anche dall’ICMSF
con alcune modifiche. Tali definizioni, con la segnalazione delle modifiche apportate dal-
l’ICMSF, sono riassunte di seguito.

21.2.1  Definizioni

I criteri microbiologici rientrano in due categorie principali: obbligatori e raccomandati. Un
criterio obbligatorio è uno standard microbiologico che normalmente stabilisce limiti solo
per i microrganismi patogeni di interesse per la salute pubblica, ma può anche fissarne per i
non patogeni. Per l’ICMSF8 uno standard è parte di una legge, o di un regolamento, che può
essere imposto dalle agenzie regolamentatrici con potere di giurisdizione. Un criterio racco-
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Figura 21.4 Fasi che portano allo sviluppo di un food safety objective e alle relative misure di con-
trollo. (Da Van Schothorst28, copyright © 1998 Elsevier Publishing, con autorizzazione)
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mandato è una specifica microbiologica per un prodotto finale, intesa ad assicurare il man-
tenimento dell’igiene (può includere microrganismi alteranti), oppure una linea guida micro-
biologica applicata in uno stabilimento alimentare durante o dopo la produzione per monito-
rare le condizioni igieniche (può includere anche non patogeni). I criteri raccomandati dal-
l’ICMSF 8 riguardano prodotti destinati al commercio internazionale, il cui coinvolgimento
in malattie a trasmissione alimentare sia supportato da consistenti evidenze epidemiologiche
e per i quali vi siano buone prove che un criterio possa ridurne il potenziale pericolo/i in
accordo con il principio 2.

Il criterio microbiologico definito dal Codex consiste di cinque componenti: (1) micror-
ganismi interessati e/o loro tossine; (2) metodi analitici per la loro identificazione e quanti-
ficazione; (3) piano che includa quando e dove devono essere prelevati i campioni; (4) limi-
ti microbiologici considerati appropriati per l’alimento in specifici punti della catena alimen-
tare; (5) numero di unità campionarie che devono risultare conformi a questi limiti. Queste
cinque componenti sono integrate nel piano di campionamento.

21.2.2  Piani di campionamento

Un piano di campionamento definisce i criteri di accettabilità applicati a un lotto basati su
analisi appropriate, condotte mediante metodi specificati, di un certo numero di unità cam-
pionarie. Esso è composto di una procedura di campionamento e di criteri decisionali e può
essere a due o a tre classi.

Un piano a due classi consiste delle specificazioni n, c e m, mentre un piano a tre classi
prevede n, c, m e M. Il significato di tali parametri è il seguente.

n Numero di unità campionarie (per esempio, confezioni e pasticci di carne) da prelevare da
un lotto da esaminare per soddisfare un dato piano di campionamento.

c Numero massimo accettabile, o numero massimo consentito, di unità campionarie che
possono superare il criterio microbiologico m; quando questo numero è superiore al crite-
rio m, il lotto deve essere scartato.

m Numero o livello massimo di batteri significativi per grammo di prodotto; valori superio-
ri a tale livello possono essere sia marginalmente (con riserva) accettabili sia inaccettabi-
li. Questo parametro è utilizzato per separare gli alimenti inaccettabili da quelli accetta-
bili in un piano a due classi, oppure per separare gli alimenti di buona qualità da quelli di
qualità marginalmente accettabile in un piano a tre classi. Il livello del microrganismo in
questione considerato accettabile e raggiungibile nel prodotto alimentare è rappresentato
da m. In situazioni di presenza/assenza del microrganismo per piani a due classi normal-
mente m = 0. Per i piani a tre classi m è solitamente diverso da zero.

M Quantità utilizzata per separare i prodotti di qualità marginalmente accettabile da quelli di
qualità inaccettabile; è utilizzato solo nei piani a tre classi. In qualsiasi campione valori
pari o superiori a M sono considerati inaccettabili rispetto al pericolo per la salute, agli
indicatori di igiene o alla potenziale alterazione.

Il piano a due classi è il più semplice delle due tipologie e può essere utilizzato per accet-
tare o rifiutare un lotto in base a un criterio di presenza/assenza mediante un piano in cui
n = 5 e c = 0; dove n = 5 significa che 5 unità campionarie dovranno essere sottoposte a
esame microbiologico, per esempio per la presenza di salmonelle, e c = 0 che tutte e 5 le
unità dovranno risultare esenti dal microrganismo, con il metodo di analisi indicato, affinché
il lotto possa essere accettato. Se una qualsiasi delle 5 unità risulta positiva per la presenza di
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salmonelle, l’intero lotto deve essere rifiutato. Se in un test presenza/assenza si ritiene, per
esempio, che due dei cinque campioni possano contenere coliformi, il piano di campionamen-
to dovrebbe essere n = 5, c = 2. Con questo piano, se tre o più delle cinque unità campionarie
contengono coliformi, l’intero lotto deve essere scartato. Il criterio presenza/assenza è gene-
ralmente impiegato per le salmonelle, mentre il limite superiore consentito è utilizzato più fre-
quentemente per microrganismi indicatori quali i coliformi. Se si ritiene di poter tollerare fino
a 100 coliformi/g in due delle cinque unità, il piano di campionamento dovrebbe essere n = 5,
c = 2, m = 102. Dopo aver determinato i coliformi nelle cinque unità, il lotto può essere accet-
tato se non più di due delle cinque unità contengono 100 coliformi/g, mentre deve essere
rifiutato se tale valore è riscontrato in tre o più unità delle cinque esaminate. Questo partico-
lare piano di campionamento può essere reso più stringente aumentando n (per esempio n =
10, c = 2, m = 102) o riducendo c (per esempio n = 5, c = 1, m = 102). D’altra parte, per un
dato valore di n, può essere reso meno rigido aumentando c. 

Mentre un piano a due classi può essere utilizzato per separare gli alimenti accettabili da
quelli non accettabili, un piano a tre classi è necessario per distinguere gli alimenti in accet-
tabili/marginalmente accettabili/inaccettabili. Per illustrare un tipico piano a tre classi, si
assuma che, per un dato prodotto alimentare, il valore della conta standard su piastra (SPC)
non debba superare 106/g (M) o essere maggiore di 105/g per 3 o più delle 5 unità esamina-
te. Le specifiche sono quindi: n = 5, c = 2, m = 105, M = 106. Se una delle cinque unità supe-
rerà 106/g, l’intero lotto andrà scartato (inaccettabile). Se non più di c unità daranno risulta-
ti superiori a 106/g, il lotto è accettabile. A differenza dei piani a due classi, un piano a tre
classi distingue i valori compresi tra m e M (marginalmente accettabili).

Con entrambi i tipi di piano di campionamento i numeri n e c possono essere impiegati
per trovare la probabilità di accettabilità (Pa) di lotti di alimenti mediante confronto con
apposite tabelle di riferimento8. La scelta del piano da utilizzare dipende dal tipo di risposta
che si vuole ottenere: se si desidera una risposta presenza/assenza, è necessario un piano a
due classi; se si desidera ottenere una risposta in termini di concentrazione o conta, è prefe-
ribile un piano a tre classi. Quest’ultimo offre il vantaggio di essere meno influenzato dalle
variazioni sistematiche tra le unità campionarie e di essere in grado di misurare la frequen-
za di valori compresi tra m e M. Il report e le raccomandazioni ICMSF 8 dovrebbero essere
consultati per ulteriori dettagli su principi, utilizzo e interpretazione dei piani di campiona-
mento. Per approfondimenti si può anche consultare il lavoro di Kilsby10.

21.2.3  Criteri microbiologici e sicurezza degli alimenti

La sola applicazione dei criteri ai prodotti, in assenza di un programma HACCP, è assai
meno probabile che abbia successo rispetto a quando i due sistemi vengono utilizzati in com-
binazione. Di conseguenza, i criteri microbiologici danno migliori risultati se sono parte di
un programma più ampio. Quando i criteri non vengono applicati come componenti di un
approccio sistematico alla sicurezza o alla qualità degli alimenti, i risultati sono notoriamen-
te meno soddisfacenti, come osservato da Miskimin e colleghi11 e da Solberg e colleghi20.
Questi autori hanno studiato oltre 1000 prodotti alimentari, 853 dei quali pronti al consumo
e 180 crudi. I ricercatori hanno applicato criteri arbitrari per APC, coliformi e E. coli e ne
hanno testato l’efficacia per valutare la sicurezza degli alimenti rispetto a S. aureus, C. per-
fringens e salmonelle. Applicando agli alimenti crudi un criterio per APC inferiore a 106

ufc/g, il 47% dei campioni giudicati accettabili conteneva almeno uno dei tre patogeni, men-
tre nel 5% dei campioni rigettati non sono stati isolati patogeni, per un totale di decisioni sba-
gliate del 52%. Applicando lo stesso criterio per APC agli alimenti pronti al consumo, solo
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il 5% dei campioni contenenti patogeni è stato accettato, mentre è stato rigettato il 10% dei
campioni che ne erano privi. Analogamente, un criterio per i coliformi inferiore a 102/g ha
dato luogo a percentuali di decisioni errate del 34% per gli alimenti crudi e del 15% per quel-
li pronti al consumo. Per i prodotti pronti al consumo la più bassa percentuale di decisioni
sbagliate (13%) si è avuta con un criterio per E. coli inferiore a 3/g; lo stesso criterio appli-
cato agli alimenti crudi ha dato luogo al 30% di decisioni sbagliate. Nonostante i tre patoge-
ni siano stati isolati in entrambi i tipi di alimenti, nessuna epidemia di origine alimentare è
stata registrata nel periodo di 4 anni in cui è stata condotta la ricerca, durante il quale sono
stati consumati oltre 16 milioni di pasti19.

Questi risultati rappresentano alcuni dei primi dati forniti dal Rutgers Foodservice Pro-
gram. Dopo un’esperienza di 17 anni, nel corso dei quali sono stati messi a punto test di sor-
veglianza, controlli sugli alimenti e sulle procedure di sanificazione e sono stati sommini-
strati oltre 30 milioni di pasti, questo sistema basato sull’HACCP si è dimostrato molto effi-
cace19. Le linee guida microbiologiche impiegate in questo programma per alimenti crudi e
pronti al consumo sono riportate nella tabella 21.3. Degli oltre 1600 campioni di alimenti
esaminati nel periodo 1983-1989 solo l’1,24% conteneva patogeni, con la maggiore frequen-
za di contaminazione per le insalate a base proteica (4,3%). Tra gli alimenti scartati dalla sor-
veglianza microbiologica vi erano alimenti vegetali crudi (per il numero eccessivo di coli-
formi)19. Il Rutgers Foodservice Program basato sull’HACCP è un esempio di come i criteri
microbiologici possano essere integrati per garantire alimenti sicuri; durante i 17 anni di
attuazione del programma non sono state documentate malattie di origine alimentare19.

21.2.4  Criteri microbiologici per alcuni prodotti

Già prima dello sviluppo dei concetti dell’HACCP e del piano di campionamento, i criteri
microbiologici (allora generalmente definiti “standard”) erano applicati a numerosi prodotti.

Di seguito sono riportati gli standard microbiologici fissati all’epoca per alcuni alimenti
e ingredienti alimentari da diverse organizzazioni statunitensi, insieme a standard federali,
statali e comunali adottati negli Stati Uniti (da W.C. Frazier, Food Microbiology, 1968,
McGraw-Hill Publishing Company, per cortese autorizzazione).

Standard per amido e zucchero (National Canners Association)
A. Conta totale delle spore di microrganismi termofili Di cinque campioni provenienti da

un lotto di zucchero o amido nessuno deve contenere più di 150 spore/10 g; la media per
tutti i campioni non deve superare 125 spore/10 g.

B. Spore di microrganismi responsabili di flat sour Su cinque campioni, nessuno deve
contenere più di 75 spore/10 g e la media non deve superare 50 spore/10 g.

C. Spore di termofili anaerobi È tollerata la presenza di queste spore in non più di tre cam-
pioni su cinque (60%); non più di quattro provette su sei (65%) possono essere positive.

D. Spore di microrganismi alteranti solfito riduttori È tollerata la presenza in non più di
due campioni su cinque (40%); in qualsiasi campione non devono esservi più di cinque
colonie per 10 grammi (equivalente a due colonie in sei provette).

Standard per zucchero cristallino utilizzato nell’industria delle bevande, in vigore dal 1
luglio 1953 (American Bottlers of Carbonated Beverages)
A. Batteri mesofili Non più di 200 per 10 g.
B. Lieviti Non più di 10 per 10 g.
C. Muffe Non più di 10 per 10 g.
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Standard per zucchero liquido utilizzato nell’industria delle bevande, in vigore dal 1959
(American Bottlers of Carbonated Beverages). Tutti i dati sono basati su equivalenti DSE
(dry-sugar equivalent), cioè esprimono la concentrazione microbica rispetto al peso equiva-
lente di zucchero secco
A. Batteri mesofili (a) Il valore medio degli ultimi 20 campioni non deve essere superiore

a 100 microrganismi per 10 g di DSE; (b) il 95% delle ultime venti conte non deve esse-
re superiore a 200 per 10 grammi; (c) 1 campione su 20 può avere una conta superiore a
200; altre conte come in (a) o (b).

B. Lieviti (a) Il valore medio degli ultimi 20 campioni non deve essere superiore a 10
microrganismi per 10 grammi di DSE; (b) il 95% delle ultime 20 conte non deve essere
superiore a 18 per 10 grammi; (c) 1 campione su 20 può avere una conta superiore a 18;
altre conte come in (a) o (b).

C. Muffe Standard uguali a quelli per i lieviti.

Standard per prodotti lattiero caseari
A. Raccomandazioni del US Public Health Service (dal 1965)
a. Latte crudo Grade A destinato alla pastorizzazione Non deve contenere più di 100.000

batteri/mL prima di essere miscelato con latte di altri produttori e non più di 300.000 bat-
teri/mL dopo la miscelazione e prima della pastorizzazione.

b. Latte pastorizzato Grade A e prodotti derivati (esclusi i prodotti fermentati) Non più di
20.000 batteri/mL e non più di 10 coliformi/mL.

c. Prodotti fermentati pastorizzati Grade A Non più di 10 coliformi/mL.
Nota Le procedure applicative per (a), (b) e (c) richiedono la conformità di tre campioni
su cinque. Ogni volta che due campioni su quattro consecutivi non rispettano lo standard,
deve essere testato un quinto campione: se questo risulta non conforme a uno qualsiasi
degli standard, può essere sospesa l’autorizzazione sanitaria; per riottenere la quale deve
essere dimostrata la conformità in quattro campioni consecutivi.

B. Latte certificato (American Association of Medical Milk Commission)
a. Latte certificato crudo La conta su piastra non deve superare 10.000 colonie/mL; la

conta delle colonie di coliformi non deve superare 10/mL.
b. Latte certificato pastorizzato La conta batterica su piastra non deve superare 10.000

colonie/mL prima della pastorizzazione e 500/mL nei campioni di prodotto pronto per il
consumo. Il latte non deve contenere più di 10 coliformi/mL prima della pastorizzazione
e 1 coliforme/mL nei campioni di prodotto pronto per il consumo.

C. Latte destinato alla trasformazione e alla lavorazione (USDA, 1955)
a. Classe 1 Conta diretta al microscopio (DMC, direct microscopic clump count) non

superiore a 200.000/mL.
b. Classe 2 DMC non superiore a 3 milioni/mL.
c. Latte per prodotti a base di latte in polvere di grado A. Deve rispettare gli standard pre-

visti per il latte crudo di grado A destinato alla pastorizzazione (vedi sopra).
D. Latte in polvere
a. Prodotti a base di latte in polvere di grado A La conta standard su piastra non deve mai

superare 30.000/g; la conta dei coliformi non deve mai superare 90/g (US Public Health
Service).

b. Standard of Agricultural Marketing Service (USDA)
1) Prodotti scremati istantanei: US extra grade, la conta standard su piastra non deve essere

superiore a 35.000/g e i coliformi non devono superare 90/g.
2) Prodotti scremati (roller o spray): US Extra grade, la conta standard su piastra non deve
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essere superiore a 50.000 per grammo; US Standard grade, non oltre 100.000/g.
3) Prodotti scremati (roller o spray): la DMC non deve essere superiore a 200 milioni per

grammo; devono essere rispettati gli standard della US Standard Guide. Per il US Extra
grade, utilizzato per la ristorazione scolastica, vi è un limite superiore di 75 milioni/g.

c. Latte in polvere (limiti microbiologici proposti nel 1982 dalla International Dairy Federation)
Conta mesofila: n = 5, c = 2, m = 5×104, M = 2 ×105

Coliformi: n = 5, c = 1, m = 10, M = 100
Salmonella: n = 15, c = 0, m = 0

E. Dessert surgelati
Gli Stati e le amministrazioni locali che hanno standard batterici generalmente prevedo-
no valori massimi per le conte variabili da 50.000 a 100.000 per millilitro o per grammo.
La Public Health Ordinance and Code statunitense fissa il limite a 50.000 e raccomanda
standard microbiologici per la panna e il latte utilizzati come ingredienti. Poche località
possiedono standard per i coliformi.

Standard per succo di pomodoro e prodotti derivati dal pomodoro - Tolleranze per la
conta delle muffe (Food and Drug Administration)
È tollerata una percentuale di campi positivi del 2% per il succo di pomodoro e del 40% per
altri prodotti derivati, come ketchup, purea e concentrato. Un campo microscopico è consi-
derato positivo quando un aggregato di lunghezza pari a non più di tre ife di muffa supera un
sesto del diametro del campo visivo stesso (conta su vetrino nella camera di Howard -
Howard mold count method). Questo metodo è stato anche applicato a diversi tipi di frutti
freschi e surgelati, specialmente bacche (lamponi, mirtilli, more e ribes).

21.2.5  Altri criteri /linee guida

1. I piani di campionamento e i limiti microbiologici raccomandati dall’ICMSF per nove
prodotti alimentari8 sono riassunti nella tabella 21.3 (per una spiegazione sul rigore dei
piani o dei casi, si veda la tabella 21.4).
Gli esempi qui proposti sono stati selezionati per illustrare il diverso rigore del piano di
campionamento (per i piani a 2 e a 3 classi) e i limiti microbiologici per un certo numero
di microrganismi.

2. Linee guida suggerite per altri prodotti ottenuti dalla lavorazione di pollame disossato
studiati in Canada (Tabella 21.5).

3. Criteri canadesi per formaggio tipo cottage e gelato16:
coliformi: n = 5, c = 1, m = 10, M = 103 (per formaggio tipo cottage e gelato);
conta aerobica su piastra: n = 5, c = 2, m = 105, M = 106 (solo per il gelato).

4. Criteri raccomandati per gamberetti cotti pronti al consumo15:
S. aureus: n = 5, c = 2, m = 50, M = 50;
coliformi: n = 5, c = 2, m = 102, M = 103.

5. Criteri raccomandati per polpa di granchio cotta pronta al consumo15:
S. aureus: n = 5, c = 2, m = 102, M = 10;
coliformi: n = 5, c = 2, m = 5 ×102 M = 5×103

Entrambi i prodotti indicati nei criteri 4 e 5 devono essere esenti da salmonelle e L. mono-
cytogenes. I criteri per i coliformi sono raccomandati per l’integrità del processo.
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Tabella 21.4 Rigore del piano in relazione al grado di pericolo per la salute
e alle condizioni d’impiego

Condizioni alle quali l’alimento si presume venga manipolato
e consumato dopo il campionamento
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Tipo di pericolo del pericolo del pericolo del pericolo
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contaminazione generale,
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potenzialmente esteso
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(Da ICMSF8, copyrigth © 1986 University of Toronto Press)

Tabella 21.5 Linee guida per altri prodotti ottenuti dalla lavorazione di pollame disossato
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E. coli 5 2 10 102

Nota: non è ammessa la presenza di Salmonella, Yersinia o Campylobacter.
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La maggior parte delle patologie umane trasmesse attraverso gli alimenti è trattata nei capito-
li dal 23 al 31. Il capitolo 22 fornisce un visione d’insieme dei patogeni associati agli alimen-
ti, focalizzando l’attenzione sui fattori specifici che distinguono questi microrganismi da quel-
li non patogeni. Molto di quanto è oggi noto circa tali malattie va oltre gli scopi di questo libro;
per una conoscenza più approfondita, il lettore può consultare i testi elencati di seguito.
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Hui YH, Pierson MD, Gorham JR (eds) (2001) Foodborne Disease Handbook. Diseases Caused by
Bacteria, vol. 1, (2nd ed). Marcel Dekker, New York. Un’eccellente trattazione delle malattie ali-
mentari di origine batterica (compresa la brucellosi), dei sistemi di sorveglianza, delle tecniche ana-
litiche e dei microrganismi indicatori.

Kaper JB, O’Brien AD (ed) (1998) Escherichia coli O157:H7 and Other Shiga Toxin-Producing E. coli
Strains. ASM Press, Washington, DC. Una trattazione esaustiva su questi patogeni, opera di ricer-
catori attivi nei diversi ambiti specialistici.

Labbe RG, Garcia S (2001) Guide to Foodborne Pathogens. Wiley, New York. Un testo specificamen-
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New York. Un trattato generale sui patogeni di origine alimentare.
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56(4):72-81. Una sintesi di facile lettura dell’Institute of Food Technologists sui parassiti trasmes-
si dagli alimenti.

Ryser ET, Marth E (2001) Listeria, Listeriosis, and Food Safety (2nd ed). Marcel Dekker, New York.
Un testo interamente dedicato alle listerie e ad alcune tecniche di laboratorio.
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22.1  Introduzione

Diverse malattie infettive possono essere trasmesse dagli alimenti in determinate circostan-
ze, ma ve ne sono alcune che sono contratte esclusivamente o prevalentemente attraverso il
consumo di prodotti alimentari. Al primo gruppo appartengono, per esempio, la colite emor-
ragica e la listeriosi, al secondo l’intossicazione botulinica e quella stafilococcica. Nei
decenni passati carbonchio e brucellosi venivano contratte attraverso il consumo di animali
ammalati, ma poiché l’incidenza di tali malattie si è notevolmente ridotta, esse vengono tra-
smesse attraverso gli alimenti solo in casi sporadici. Tra i patogeni di origine alimentare rico-
nosciuti vi sono parassiti animali pluricellulari, protozoi, funghi, batteri, virus e prioni (vedi
box 22.1). Questo capitolo presenta una visione d’insieme di tali organismi e dei loro habi-
tat generali, delle loro modalità di accesso negli alimenti e dei meccanismi patogenetici gene-
rali; si vedrà, inoltre, come essi differiscano da specie o ceppi non patogeni strettamente cor-
relati. Per maggiori dettagli su ciascuno di essi si rimanda ai relativi capitoli.

22.1.1  Casi di malattie a trasmissione alimentare negli Stati Uniti

Il CDC (Centers for Disease Control and Prevention) è l’agenzia federale che, oltre a svol-
gere numerose attività legate alla salute umana, raccoglie, analizza, conserva ed elabora sta-
tistiche su tutte le patologie umane. Nonostante l’attività di ricerca e di sorveglianza del
CDC, non esistono dati precisi sull’incidenza annua delle malattie trasmesse dagli alimenti,
e questo è dovuto a diverse ragioni. La prima, e più importante, è che non tutti i casi vengo-
no denunciati alle autorità sanitarie a qualsiasi livello. Un altro importante fattore è l’assen-
za dell’obbligo di denuncia per le malattie di origine alimentare causate da B. cereus, C. per-
fringens, S. aureus e da alcuni altri agenti; ciò determina una sottostima del numero di casi
che si verifica ogni anno.

Per esempio, secondo il CDC il numero di casi provocati da B. cereus sarebbe 38 volte
superiore rispetto a quelli riportati72. Sebbene per i casi di botulismo vi sia l’obbligo di
denuncia, il CDC stima che l’incidenza annua effettiva sia il doppio rispetto ai casi denun-
ciati e che il 100% di questi ultimi sia di origine alimentare. I casi di malattia provocati da
L. monocytogenes sono riportati e monitorati dal sistema di sorveglianza (vedi oltre); tutta-
via, si stima che il numero totale dei casi sia il doppio di quello riportato. Si stima che la shi-
gellosi dovuta al consumo di alimenti sia 20 volte più diffusa rispetto al numero di casi docu-
mentati, ma solo il 20% di tali casi sarebbe di origine alimentare72.
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Sulla base dell’attività del CDC e dei sistemi di sorveglianza, si stima che negli Stati Uniti
l’incidenza annua di malattie trasmesse da alimenti sia di 76 milioni di casi con 5000 morti;
l’origine di questi dati è illustrata in figura 22.1. Le principali cause di gastroenteriti sono
rappresentate dai norovirus (vedi capitolo 31), responsabili del 67% circa dei casi e del 7%
dei decessi, seguiti da salmonellosi (26%) e campilobatteriosi (17%). Circa il 75% dei deces-
si legati al consumo di alimenti è causato da L. monocytogenes, Salmonella e Toxoplasma72.
Agenti sconosciuti determinano l’81% circa dei casi di malattie legate al consumo di alimen-
ti e il 64% dei decessi72.

Sorveglianza del CDC
FoodNet, la rete statunitense per la raccolta dei dati relativi ai patogeni trasmessi dagli ali-
menti, è presente in dieci Stati (California, Colorado, Connecticut, Georgia, Maryland, Min-
nesota, New Mexico, New York, Oregon e Tennessee). Nel 1996, quando è stato attivato, il
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Platelminti
Trematodi

Fasciola
Fasciolopsis
Paragonimus
Clonorchis

Cestodi
Diphyllobothrium
Taenia

Nematodi
Trichinella
Ascaris
Anisakis
Pseudoterranova
Toxocara

Protozoi
Giardia
Entamoeba
Toxoplasma
Sarcocystis
Cryptosporium
Cyclospora

Micotossine
Aflatossine
Fumonisine
Tossine da Alternaria
Ocratossine

Batteri
Gram-positivi

Staphylococcus
Bacillus cereus
B. anthracis
Clostridium botulinum, C. argentinensis
C. perfringens
Listeria monocytogenes
Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis
Gram-negativi

Salmonella
Shigella
Escherichia
Yersinia
Vibrio
Campylobacter
Aeromonas (?)
Brucella
Plesiomonas (?)

Virus
Virus dell’epatite A
Norovirus (Norwalk ecc.)
Rotavirus

Prioni
Malattia di Creutzfeldt-Jakob (nuova variante)

Tossine prodotte da fitoplancton 
Saxitossina (PSP)
Acido domoico (ASP)
Ciguatossina (ciguatera)
Tossine di Pfiesteria piscicida (?)

Box 22.1 Alcuni agenti patogeni di origine alimentare



sistema copriva cinque Stati, con una popolazione di 14,2 milioni di persone; successiva-
mente è stato esteso, fino a coprire nel 2004 dieci Stati, per un totale di 44,5 milioni di abi-
tanti (15% circa della popolazione statunitense). I dieci agenti patogeni sottoposti a sorve-
glianza e il relativo numero di casi confermati in laboratorio per il 2007 sono i seguenti19:

Salmonella (6.790) E. coli non O157 (260)
Campylobacter (5.818) Yersinia (163)
Shigella (2.848) Listeria (122)
Cryptosporidium (1.216) Vibrio (108)
E. coli O157 (545) Cyclospora (13)

Tra le salmonelle i tre sierotipi più frequenti sono stati S. Enteritidis (15,6%), Typhimurium
(14,8%) e Newport (9,7%), mentre i sierotipi più comuni di E. coli non-O157:H7 sono stati
O26, O103 e O12119.

I dati forniti da FoodNet rappresentano un importante contributo per la stima delle malat-
tie trasmesse da alimenti negli Stati Uniti. Va osservato, tuttavia, che non a tutti gli isolati
confermati in laboratorio può essere attribuita un’origine alimentare; pertanto i numeri sti-
mati di alcune sindromi correlate al consumo di alimenti sono probabilmente troppo elevati.
Ciò vale in particolare per le infezioni da Campylobacter.
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Dati relativi
ai patogeni

Patogeni noti
Malattie 39.000.000
Ricoveri 181.000
Decessi 2.700

Figura 22.1 Frequenza stimata delle malattie a trasmissione alimentare negli Stati Uniti72.

Dati relativi
ai sintomi

Gastroenterite acuta
Malattie 211.000.000
Ricoveri 937.000
Decessi 6.400

Patogeni noti

Non gastroenterite
Malattie 300.000
Ricoveri 18.000
Decessi 1.300

Patogeni noti

Gastroenterite acuta
Malattie 38.000.000
Ricoveri 163.000
Decessi 1.400

Agenti sconosciuti

Gastroenterite acuta
Malattie 173.000.000
Ricoveri 774.000
Decessi 5.000

Numero totale di casi
di malattie trasmesse

da alimenti
Malattie 76.000.000
Ricoveri 323.000
Decessi 5.200

Trasmissione attraverso gli alimenti

Malattie 120.000
Ricoveri 5.000
Decessi 900

Malattie 14.000.000
Ricoveri 55.000
Decessi 900

Malattie 62.000.000
Ricoveri 263.000
Decessi 3.400

× 36% per malattie*
× 34% per ricoveri*
× 67% per decessi*

* Valori derivati dalle frequenze osservate di trasmissione attraverso gli alimenti di gastroenteriti acute da patogeni noti.

+ + =



22.2  Trasmissione oro-fecale di patogeni di origine alimentare

L’ingestione del microrganismo patogeno o dei suoi metaboliti tossici è la condizione neces-
saria affinché si sviluppi una malattia a trasmissione alimentare. Gli alimenti che più comu-
nemente veicolano patogeni sono trattati nei capitoli che seguono. Con l’eccezione delle tos-
sine botuliniche, delle micotossine e delle tossine prodotte da fitoplancton, tutti gli agenti
patogeni citati possono essere contratti attraverso la via oro-fecale illustrata in figura 22.2. I
patogeni possono essere trasmessi da feci contaminate attraverso le dita di addetti alla mani-
polazione degli alimenti non attenti alle norme igieniche, oppure essere veicolati da insetti
(volanti o striscianti) o acqua. Questa via di trasmissione non è la più comune per sindromi
come l’intossicazione alimentare stafilococcica, ma è la principale via d’infezione per virus
di origine alimentare, protozoi e batteri enteropatogeni.

22.3  Invasione dell’ospite

22.3.1  Requisiti “universali”

Per causare la malattia, un patogeno intestinale deve superare diverse barriere.

1. Deve sopravvivere al passaggio attraverso l’ambiente estremamente acido dello stomaco.
Alcuni patogeni sono favoriti in tale processo dall’effetto protettivo degli alimenti; altri
sopravvivono grazie a particolari meccanismi adattativi di acido-tolleranza (vedi oltre).
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Figura 22.2 Vie di trasmissione oro-fecale di patogeni intestinali di origine alimentare; la direzione
è dal basso verso l’alto.
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2. Deve aderire alle pareti intestinali o colonizzarle, in modo da potersi moltiplicare. Lo stra-
to di muco che riveste la mucosa intestinale è considerato la prima linea di difesa che i
patogeni enterici incontrano24. È stato suggerito che Listeria monocytogenes riesca a supe-
rare la barriera di muco grazie alla listeriolisina O (LLO)24. C. perfringens, invece,sem-
bra non aver bisogno di aderire ai tessuti intestinali.

3. Deve essere in grado di difendersi dai meccanismi di difesa dell’ospite, tra i quali il tes-
suto linfoide associato all’intestino.

4. Deve essere capace di competere con la vasta ed eterogenea microflora presente nel trat-
to intestinale. Si tratta del principio di esclusione competitiva, nel senso che i microrga-
nismi innocui, una volta adesi a tutti i siti disponibili delle pareti intestinali, escluderan-
no i patogeni (vedi capitolo 26). Inoltre, il tratto gastrointestinale è un ambiente a bassa
concentrazione di ossigeno nel quale predominano i microrganismi anaerobi; è stato tut-
tavia osservato che la crescita in tale ambiente induce in Salmonella Typhimurium la
capacità di invadere le cellule dei mammiferi60.

5. Una volta adesi, i microrganismi devono essere in grado di elaborare prodotti tossici
(come accade con Vibrio cholerae non-O1) o di attraversare l’epitelio intestinale e inva-
dere le cellule fagocitiche o somatiche (come fa, per esempio, L. monocytogenes).

L’incapacità della maggior parte dei microrganismi di soddisfare tali requisiti è con tutta
probabilità la ragione per la quale non si sono dimostrati patogeni alimentari. I siti e i mec-
canismi di adesione sono importanti fattori di virulenza per i patogeni di origine alimentare
e questo aspetto sarà approfondito di seguito.

22.3.2  Siti di attacco

La figura 22.3 rappresenta schematicamente l’apparato digerente umano; il box 22.2 riporta
un elenco di agenti patogeni che possono aderire o penetrare in corrispondenza di ciascun
sito. Helicobacter pylori è stato inserito poiché sembra essere l’unico batterio in grado di
colonizzare le pareti gastriche, sebbene non sia stata dimostrata la sua trasmissione attraver-
so gli alimenti. È noto che Sarcina ventriculi, un anaerobio obbligato, può crescere nello sto-
maco dell’uomo, ma non è un patogeno associato agli alimenti. Il pH dello stomaco durante
l’assunzione di cibo varia da 3,0 a 5,0, ma durante il digiuno può abbassarsi fino a 1,5.

22.4  Quorum sensing

È stato dimostrato che questa è una delle vie di comunicazione intercellulare tra batteri. Essa
consente l’espressione di alcune funzioni fisiologiche e fenotipiche basate sulla densità di
popolazione e sarà ampiamente descritta e illustrata di seguito. Tale fenomeno è qui presen-
tato in quanto è dimostrato che interviene nella virulenza di alcuni batteri e perché sembra
coinvolto in altre infezioni. 

Il sistema prototipo del quorum sensing è LuxI-LuxR, descritto per la prima volta in
Vibrio fischeri intorno al 1970 (lux è il gene della luminescenza). Il funzionamento del quo-
rum sensing è illustrato in figura 22.4 35: nella parte sinistra della figura è rappresentata una
cellula di V. fischeri che secerne molecole di autoinduttore (AI) prodotte dalla LuxI autoin-
duttore sintetasi. Quando la densità cellulare è bassa, l’autoinduttore (AI) continua a essere
prodotto senza comunicazione evidente tra le cellule. Al raggiungimento di un certo livello
(quorum), l’AI entra nuovamente nelle cellule produttrici strettamente correlate, ove si lega
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Muscoli scheletrici
Trichinella spiralis

Stomaco
Helicobacter pylori

Fegato
Clonorchis: trematodi del fegato
Listeria monocytogenes
Epatite A e E

Intestino tenue
Astrovirus
Bacillus cereus
Campylobacter jejuni (ileo distale: tratto
inferiore dell’intestino tenue)
Clostridium perfringens
Cryptosporidium parvum
Cyclospora cayetanensis
Escherichia coli: ceppi enteropatogeni (EPEC)
ed enterotossigeni (ETEC)
Giardia lamblia
Epatite A (anche fegato)

Listeria monocytogenes
Rotavirus
Salmonelle (non tifoidi): ileo terminale
S. Typhi (intestino tenue distale)
Shigelle (in presenza di diarrea acquosa,
ileo terminale e digiuno)
Toxoplasma gondii
Platelminti (Eucestodi)
Vibrio cholerae
V. parahaemolyticus
Yersiniae

Intestino crasso/colon
Campylobacter (intestino tenue/colon)
E. coli: ceppi enteroemorragici (EHEC)
ed enteropatogeni (EPEC) (soprattutto
il colon ascendente e trasverso)
Entamoeba histolytica
Plesiomonas shigelloides (apparentemente)
Salmonella Enteritidis
Shigella, in particolare S. dysenteriae

Box 22.2 Siti di attacco nell’uomo di agenti patogeni trasmessi da alimenti

Bassa densità di cellule
bassa [AHL]

Alta densità di cellule
alta [AHL]

Nessuna trascrizione
del gene target

Trascrizione
del gene target

= Autoinduttore (AHL)

= Proteina R

Figura 22.4 Il quorum sensing negli organismi Gram-negativi implica due fattori di regolazione: la
proteina attivatrice della trascrizione (proteina R) e la molecola di AI prodotta dall’autoinduttore
sintetasi. L’accumulo di AI dipende dalla densità cellulare fintantoché un livello di soglia viene rag-
giunto. A questo punto, l’AI si lega e attiva la proteina R, che a sua volta induce l’espressione genica.
La proteina R consta di due domini: l’N-terminale della proteina che interagisce con l’AI e il C-termi-
nale che è coinvolto nel legame con il DNA. Solitamente le molecole AI dei Gram-negativi sono N-
acyl-HSL; tuttavia esistono altre molecole-segnale. (Da De Kievit et al.35, copyright © 2000 American
Society for Microbiology, con autorizzazione)



alla proteina attivatore trascrizionale LuxR, mostrata nella parte destra della figura 22.4, e
l’espressione del gene viene attivata. Alcune risposte fenotipiche dimostrate in diversi
microrganismi sono elencate in tabella 22.1. Assumendo che la cellula rappresentata nella
parte sinistra della figura 22.4 sia V. fischeri, essa sarebbe non luminescente, ma quella sulla
destra sarebbe bioluminescente come risultato del raggiungimento di un “quorum” di AI che,
come osservato, si lega a LuxR. L’autoinduttore-2 (AI-2) è un composto segnale alternativo
di quorum in V. harveyi, nel quale regola la bioluminescenza insieme ad AI-1. Il sistema AI-
2 è stato dimostrato in numerosi patogeni Gram-negativi. 

Raramente è riportato il numero minimo di cellule necessario per produrre un quorum, ma
in uno studio condotto su enterobatteriacee psicrotrofe di origine alimentare occorrevano
almeno 106 ufc/g per produrre una risposta positiva nei biosensori utilizzati51.

Le più note e più ampiamente studiate sostanze AI per batteri Gram-negativi sono i latto-
ni della N-acil-omoserina (AHL). Questi composti sono formati da omoserina (con un anel-
lo lattonico) + una catena acilica laterale contenente da 4 a oltre 10 atomi di carbonio; la
struttura di due di questi composti è mostrata in figura 22.5. Non tutti i batteri Gram-negati-
vi impiegano il sistema LuxI-LuxR. Per esempio, V. harveyi, E. coli e S. Typhimurium uti-
lizzano un sistema di produzione dell’autoinduttore correlato ma diverso94. Oltre agli AHL,
alcuni batteri Gram-negativi producono dipeptidi ciclici, coinvolti nel quorum sensing da
soli o in combinazione con gli AHL34,54. La struttura di due di questi dipeptidi ciclici identi-
ficati da Degrassi e colleghi34 è mostrata in figura 22.5.

È stato dimostrato che tra i batteri di origine alimentare vi è un aumento di tossine Stx e
che i geni Stx sono indotti dal quorum sensing93. Nonostante sia simile al sistema LuxI (che
produce AI-1), LuxS produce AI-2 ed è stato dimostrato in E. coli O157:H7, S. Typhimurium
e Campylobacter jejuni durante la crescita in latte e in brodo di pollo23. Come si è detto, è
stato dimostrato che un certo numero di psicrotrofi Gram-negativi produce AHL, in alimen-
ti contaminati naturalmente, quando il numero di cellule raggiunge 105-107 ufc/g51. come si
vedrà nel prossimo paragrafo, il quorum sensing è importante anche nella formazione di bio-
film. In letteratura sono disponibili review sul quorum sensing nei batteri Gram-negativi35,47.
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Tabella 22.1 Esempi di risposte fenotipiche dimostrate in alcuni batteri Gram-negativi come
conseguenza del quorum sensing (ricavati dalla letteratura)

Microrganismi Risposta dimostrata

Vibrio fischeri Bioluminescenza
E. coli, ceppi Produzione di tossine Stx
E. coli, mutante LuxS Diminuzione della mobilità
E. coli Formazione di att/eff
E. coli Risposta SOS
E. coli, ceppi EHEC e EPEC Sistema di secrezione di tipo III
Serratia liquefaciens Mobilità a sciame
Serratia marcescens Produzione di prodigiosina; sintesi di carbapenem
Pantoea stewartii Aumento della sintesi di polisaccaridi
Pectobacterium carotovorum Produzione di enzimi degradativi delle pareti delle piante
Pectobacterium chrysanthemi Produzione di pectato liasi
Burkholderia cepacia Produzione di proteasi, siderofori
Aeromonas hydrophila Produzione di esoproteasi
Pseudomonas aeruginosa Normale struttura del biofilm



Sebbene sia più studiato nei batteri Gram-negativi, il quorum sensing si verifica anche tra
i Gram-positivi. I fattori AI per i Gram-positivi sono peptidi e feromoni peptidici, dei quali
la nisina è forse il più noto. Come descritto da Kleerebezem e colleghi62, la regolazione della
densità cellulare in tali sistemi sembra seguire un tema comune in cui la molecola segnale è
un peptide post-traduzionale modificato secreto da un apposito trasportatore a cassetta che
lega l’ATP. Il feromone peptidico prodotto agisce come segnale di input per uno specifico
sensore che fa parte di un sistema di trasduzione del segnale a due componenti. È interessan-
te osservare che alcuni batteri Gram-positivi, come Bacillus spp., producono lattonasi che
degradano in modo specifico gli AHL prodotti da batteri Gram-negativi36.

Tra le altre attività fenotipiche e fisiologiche dimostrate nei batteri Gram-positivi vi è la
risposta virulenta in Staphylococcus aureus59 e la produzione di peptidi antimicrobici diver-
si dalla nisina. È stato dimostrato che la nisina induce la propria sintesi62. Il quorum sensing
è stato dimostrato in S. aureus e in S. epidermidis: quando venivano coltivati insieme, S. epi-
dermidis sembrava essere favorito, facendo ipotizzare che questa potrebbe essere la ragione
per la quale tale specie è predominante sulla pelle dove i feromoni autoindotti hanno mag-
giori probabilità di essere efficaci rispetto a quando si trovano all’interno del corpo. In S.
aureus, un feromone formato da otto peptidi determina la virulenza attivando l’espressione
del locus agr 59. Il grado con cui il quorum sensing si manifesta in vivo non è chiaro a causa
della generale mancanza di opportunità per le sostanze AI di raggiungere un quorum (per
maggiori dettagli si veda il prossimo paragrafo).

22.5  Biofilm

L’importanza dei biofilm per la sicurezza degli alimenti giustifica la necessità di una miglio-
re comprensione della loro biologia, struttura e funzione. I biofilm sono discussi in questo
capitolo in relazione alla virulenza di alcuni patogeni.

Un biofilm ha origine dalla crescita di batteri, funghi e/o protozoi, da soli o in combina-
zione, strettamente legati da una matrice extracellulare che si attacca a una superficie solida.
Esempi comuni comprendono gli strati viscidi che ricoprono le rocce o i tronchi immersi in
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Figura 22.5 Strutture di quattro induttori del quorum sensing. A = N-butanoil-L-omoserina lattone;
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acque correnti, la placca dentaria, come pure lo strato viscido che riveste carni, pesce e pol-
lame alteratisi durante la conservazione refrigerata. I biofilm si formano soprattutto negli
strati superficiali delle acque, poiché i nutrienti vi si trovano in concentrazioni più elevate
che negli strati sottostanti. Studi di laboratorio hanno dimostrato che l’adesione alle superfi-
ci è migliore nei mezzi ricchi11. L’adesione è facilitata dall’escrezione microbica di una
matrice di esopolisaccaridi talvolta indicata come glicocalice. Le microcolonie si sviluppa-
no all’interno di questo microambiente in modo tale che nella comunità microbica risultan-
te si formino canali per il passaggio dell’acqua tra le microcolonie e intorno a esse. Tale
struttura è stata paragonata a un sistema circolatorio primitivo, utilizzato per apportare i
nutrienti e allontanare i sottoprodotti tossici. Le cellule microbiche immerse in liquidi, e non
strutturate in un biofilm, si trovano in uno stato planctonico (free-floating).

Dal punto di vista della sicurezza e dell’alterazione degli alimenti, i biofilm sono impor-
tanti poiché possono accumularsi su alimenti, utensili e superfici ed è difficile – e talvolta
impossibile – rimuoverli. Mentre in condizioni naturali i biofilm tendono a essere formati da
colture miste, negli studi di laboratorio sono spesso utilizzati sistemi di colture pure. Tra le
superfici solide utilizzate per studiare i batteri associati agli alimenti vi sono sigillanti per
pavimenti, lastre di vetro, nylon, policarbonato, polipropilene, gomma, acciaio inossidabile
e Teflon. Il vetro e l’acciaio inossidabile sono i materiali più utilizzati.

Da alcuni dei numerosi studi che sono stati condotti negli ambienti alimentari, possono
essere sintetizzati i seguenti punti.

1. Sebbene la formazione di biofilm da colture singole in un mezzo ricco (per esempio, brodo
triptone soia) e a temperature di crescita idonee possa manifestarsi anche dopo sole 24 ore,
per il massimo sviluppo occorrono almeno 3-4 giorni. Su lastre di vetro in un mezzo col-
turale per 3 giorni a 24 °C, L. monocytogenes si sviluppava fino a circa 6-7 log10/cm2 1.

2. Non tutti i ceppi di una stessa specie sono ugualmente capaci di dare inizio alla formazio-
ne di biofilm74: infatti, l’adesione alle superfici e lo sviluppo del biofilm sono processi
distinti63.

3. In un biofilm i microrganismi possono mostrare reazioni fisiologiche diverse rispetto a
quelle che si osservano quando sono in forma planctonica; il biofilm può contenere cellu-
le vitali ma non coltivabili18,22.

4. Nei biofilm i microrganismi sono notevolmente più resistenti alla rimozione mediante i
detergenti e i disinfettanti d’uso comune; questi agenti di sanificazione sembrano essere
più efficaci nella rimozione del biofilm se usati in combinazione1,77.

5. L’adesione di un determinato patogeno alle superfici può essere favorita dalla formazio-
ne di un biofilm di colture miste17,68,88, come dimostra l’esempio riportato di seguito.

Studiando un biofilm formato da L. monocytogenes e da una specie di Flavobacterium
cresciuti insieme su acciaio inossidabile, l’adesione di L. monocytogenes è risultata miglio-
re e più persistente nella crescita in coltura mista che nella crescita in coltura pura15; inoltre,
il numero di cellule di L. monocytogenes con danno subletale aumentava significativamente
in coltura mista.

Sulle superfici inerti utilizzate per la preparazione di alimenti Shewanella putrefaciens
formava rapidamente biofilm e quando venivano forniti nutrienti dava luogo a strutture mul-
tistrato7. Tre ceppi di L. monocytogenes, isolati durante epidemie di listeriosi umana, produ-
cevano su superfici di acciaio inossidabile singolari biofilm con struttura a nido d’ape; il
ceppo Scott A era prevalente71. Un ceppo di laboratorio non formava biofilm. In un altro stu-
dio, i ceppi di L. monocytogenes che producevano maggiori quantità di sostanze polimeriche
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esocellulari (EPS) formavano un biofilm con struttura tridimensionale, a differenza dei ceppi
di controllo14. La formazione di biofilm non era correlabile con i sierotipi. Impiegando un
ceppo di Pseudomonas aeruginosa, si è osservato che il DNA extracellulare era essenziale
per la formazione di biofilm utilizzando un sistema a camera aperta103. Sebbene la fonte del
DNA non sia stata determinata, l’applicazione di DNasi I dissolveva il biofilm, suggerendo
che il DNA era parte integrante della struttura di quest’ultimo.

Come si è osservato, cellule vitali ma non coltivabili (viable but non culturable, VBNC)
possono formare biofilm; cellule VBNC di Enterococcus faecalis aderivano alle cellule car-
diache Caco-2 e Girardi, ma con capacità ridotta rispetto ai controlli82.

L’inibizione della formazione di biofilm da parte di Bacillus subtilis è stata dimostrata uti-
lizzando furanone ([5Z]-4-bromo-5-[bromometilene]-3-butil-2[5H]-furanone), che inibiva
sia la crescita sia la motilità di B. subtilis 83 isolato originariamente da alghe marine. (Per
maggiori dettagli sui biofilm, si rimanda ai riferimenti bibliografici 26, 45 e 109.)

22.5.1  Ruolo del quorum sensing

La prima pubblicazione che dimostrava il possibile ruolo del quorum sensing nella forma-
zione dei biofilm è stata quella di McLean e colleghi73, che hanno recuperato AHL da bio-
film acquatici formatisi su pietre sommerse nel fiume San Marco in Texas. Il coinvolgimen-
to diretto degli AHL è stato dimostrato con Pseudomonas aeruginosa: a differenza dei ceppi
wild type, un mutante incapace di sintetizzare AHL produceva biofilm atipici (privi di cana-
li per l’acqua) sensibili al sodio dodecil solfato (SDS) 30.

La formazione su dispositivi medici impiantati di biofilm prodotti da microrganismi come
P. aeruginosa e Burkholderia cepacia, devastanti per i pazienti con fibrosi cistica, è ben
documentata (come pure la formazione di biofilm da parte di L. monocytogenes in ambienti
destinati alla preparazione di alimenti). La relazione tra formazione di biofilm, quorum sen-
sing, virulenza o patogenicità dei microrganismi patogeni associati agli alimenti non è chia-
ra, ma è plausibile che esista.

22.6  Fattori sigma

Una delle quattro subunità della RNA polimerasi è sigma (σ), il cui ruolo è il riconoscimen-
to del promotore (punto nel quale l’RNA polimerasi si lega al DNA e ha inizio la trascrizio-
ne). Sigma è implicato solamente nella formazione del complesso iniziale RNA polimerasi-
DNA. Dopo che si è formata una piccola quantità di mRNA, σ si dissocia. σA (o σ70, il nume-
ro si riferisce al peso molecolare in kilodalton) riconosce la maggior parte dei geni che codi-
ficano per funzioni cellulari essenziali; il suo omologo più stretto è σS. Sono conosciuti
diversi fattori sigma. σ28 è coinvolto nella sintesi dei flagelli in Salmonella e nel sistema di
secrezione tipo III; σ32 (RpoH) è coinvolto nelle proteine da shock termico (HSP, heat shock
proteins), alcune delle quali sono chaperon molecolari o proteasi che eliminano i composti
che non possono essere riparati; σ54 (RpoN) regola i geni harp (hypersensitive response and
pathogenicity) almeno in alcune patovar di Pseudomonas syringae. σB conferisce a L. mono-
cytogenes la resistenza in condizioni di acidità letali; in E. coli è più abbondante a 25 °C che
a 42; inoltre è coinvolto nelle risposte allo stress di Bacillus subtilis. σS è presente nella sot-
toclasse γ dei Proteobatteri che include i vibrioni; esso favorisce la resistenza di V. vulnificus
in condizioni ambientali avverse (questo argomento sarà approfondito nel prossimo paragra-
fo). Cambiamenti delle condizioni ambientali che determinano stress cellulare (carenza di
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nutrienti, basso pH, aumento di pressione osmotica ecc.) portano all’induzione di fattori
sigma alternativi che aiutano la cellula a fronteggiare le condizioni avverse (si veda il riferi-
mento bibliografico 5).

In seguito a esposizione a condizioni di acidità, nei batteri si osservano le seguenti rispo-
ste generali 27. (1) Vengono attivate pompe protoniche la cui forza motrice protonica (PMF)
può facilitare l’espulsione di protoni dal citoplasma, con conseguente diminuzione del pH
intracellulare; (2) si ha riparazione di macromolecole come DNA e di proteine come RecA;
(3) vi sono cambiamenti nella composizione della membrana cellulare (per esempio, in acidi
grassi); (4) si ha regolazione dell’espressione genica mediante fattori sigma alternativi; (5)
vi sono aumento della densità cellulare e formazione di biofilm (che protegge le cellule da
alcuni fattori ambientali avversi); (6) le vie metaboliche risultano alterate.

22.6.1  Fattori sigma alternativi

Il fattore sigma alternativo, σ38 (sigma-38, σS), è codificato dal gene rpoS e regola almeno 30
proteine; sarà trattato in questo paragrafo insieme a σB. L’esposizione a stress da acidità porta
alla sintesi di proteine che proteggono il batterio. Nelle cellule in fase di crescita logaritmi-
ca, valori di pH pari o inferiori a 4,5 inducono almeno 43 proteine. Se vengono portate a pH
pari o inferiore a 4,5, le cellule in fase stazionaria sintetizzano 15 proteine diverse da quelle
prodotte dalle cellule in fase logaritmica.

Adattamento a condizioni acide
Relativamente alla risposta in termini di acido-tolleranza (ATR) di L. monocytogenes, il pH
minimo di crescita per due ceppi è risultato 3,5 e 4,0 in un mezzo di composizione chimica
definita e con l’utilizzo di HCl81. Valori di pH inferiori a questi erano letali a meno che i
ceppi non fossero stati precedentemente esposti a pH 4,8 e 3,5. È stato dimostrato che in
mutanti di L. monocytogenes con maggiore ATR la letalità nei confronti delle cavie era
aumentata rispetto ai ceppi wild type76, suggerendo che l’acidità potrebbe essere selettiva per
i ceppi dotati di maggiore virulenza. I mutanti sono stati recuperati dopo esposizione a pH
3,5 per 2 ore a 37 °C 76. Analogamente, cellule di Yersinia enterocolitica adattate a condizio-
ni di acidità, cresciute a pH 7,5 e poi portate a pH 5,0, erano significativamente più entero-
patogene rispetto ai controlli quando testate utilizzando topi neonati106.

σB è stato identificato in L. monocytogenes, B. subtilis e S. aureus; la sua funzione è stata
confrontata con quelle di RpoS/σS in batteri Gram-negativi. In B. subtilis σB influenza la
regolazione di 100 geni in risposta a stress ambientali ed energetici. Mutanti di B. subtilis
sono più sensibili al calore, all’etanolo, all’acidità, al congelamento, alla disidratazione
ecc27. Un σB riduce la virulenza in L. monocytogenes. È interessante che un ceppo di L. mono-
cytogenes resistente alla pressione idrostatica (sopravviveva a 400 MPa per 20 minuti)
mostrava aumentata resistenza al calore, all’acidità e al perossido d’idrogeno61. È stato osser-
vato che l’adattamento di L. monocytogenes che determina resistenza all’acidità potrebbe
dipendere da una serie di altri parametri di crescita65.

La proteina σB è necessaria per la massima resistenza di L. monocytogenes all’esposizio-
ne a livelli di acidità letali; inoltre, insieme a σS è associata alle risposte generali allo stress
sia nei batteri Gram-positivi sia in quelli Gram-negativi44. In L. monocytogenes ceppo Scott
A l’adattamento all’acidità (pH 3,0 con HCl) determinava l’induzione dell’espressione di 11
proteine e la repressione di altre 12 31. Dall’altra parte, l’adattamento a condizioni acide non
proteggeva questa specie in carne bovina trattata con il 2% di acido lattico o acetico56. Sulle
carni fresche L. monocytogenes potrebbe essere resa più sensibile all’acidità dai batteri
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Gram-negativi della microflora indigena86. Come si è già osservato, σB è coinvolto nella resi-
stenza all’acidità delle cellule in fase stazionaria, nella resistenza agli stress ossidativi e
osmotici e nella crescita a basse temperature di L. monocytogenes. L’adattamento a condizio-
ni acide conferisce a L. monocytogenes protezione contro le alte pressioni idrostatiche (HHP,
high hydrostatic pressures) e il congelamento102.

Ceppi di Shigella flexneri e S. sonnei, adattati a condizioni acide (pH 5,0-3,25, brodo
brain heart infusion, BHI) sono sopravvissuti per 14 giorni in succo di pomodoro e succo di
mela conservati a 7 °C 6. In BHI acidificato il pH minimo di crescita per S. flexneri e S. son-
nei è stato, rispettivamente, 4,75 e 4,5. In uno studio, E. coli O157:H7 adattato a condizioni
acide (pH 2,5, brodo triptone soia) persisteva su carcasse bovine dopo un lavaggio acido con
acido acetico al 2% più delle cellule non adattate9. In un altro studio su E. coli O157:H7
l’acido-tolleranza diminuiva dopo esposizione a lavaggi non acidi 85.

La resistenza agli acidi (espressa come percentuale di cellule sopravvissute all’esposizio-
ne a pH 2,5 per 2 ore) è stata studiata approfonditamente nelle shigelle. Tra le colture esa-
minate da Gorden e Small50, 9 shigelle su 12 erano acido-resistenti; 11 E. coli generici su 15
(incluso il ceppo K-12) mostravano lo stesso livello di acido-resistenza; 3 ceppi enteroinva-
sivi (EIEC) su 8 erano resistenti, mentre non lo erano né i 2 ceppi enteropatogeni (EPEC)
né le 12 salmonelle. Per quanto riguarda il motivo per il quale è sufficiente un numero così
basso di shigelle per provocare la malattia, i due ricercatori hanno ipotizzato che, dopo aver
abbandonato il colon, al di fuori dell’ospite questi microrganismi entrano in fase staziona-
ria. Quando vengono ingeriti da un altro ospite, l’acido-resistenza precedentemente acquisi-
ta consentirebbe a poche cellule di sopravvivere al passaggio attraverso l’ambiente acido
dello stomaco50.

In un altro studio ceppi di E. coli produttori di Stx, che non riuscivano a sopravvivere a
pH 2,5, sono stati resi resistenti all’acidità mediante l’introduzione del gene rpoS su un pla-
smide100. Coltivati in brodo a pH 4,6-4,7, ceppi di E. coli produttori di Stx diventavano da
1,1 a 2,0 volte più resistenti dei ceppi di controllo alle radiazioni16. È stato suggerito che tale
risposta possa abbassare il numero di cellule necessario per dare inizio all’infezione97. Per
esempio, è stato osservato che sebbene la dose infettiva di Salmonella per l’uomo sia di circa
105, quando somministrata in condizioni definite, in realtà l’infezione può essere causata da
50-100 cellule quando vengono ingerite con un alimento contaminato101. Secondo altri ricer-
catori, la salmonellosi potrebbe essere causata anche da sole 10 cellule. È stato dimostrato
che un ceppo di S. Typhimurium virulento per le cavie è molto più acido-resistente dei ceppi
non virulenti105.

Utilizzando macrofagi e colture di cellule Int407, un ceppo di S. Typhimurium (DT104)
adattato all’acidità non è risultato più invasivo dei ceppi non-DT104 46. L’adattamento
all’acidità determinava un aumento della resistenza al basso pH ambientale (2 e 3) in tutti i
ceppi testati in sidro di mele, acido acetico e succo gastrico sintetico46.

Sebbene la risposta ATR (insieme ad alcune proteine da shock termico) sia generalmente
indotta dall’esposizione delle cellule a valori acidi di pH, lo stesso effetto si ottiene median-
te privazione di nutrienti (starvation), per lo meno in E. coli. Stressando un ceppo di E. coli
O157:H7 a 37, 10 e 5 °C, si osservava un significativo aumento della resistenza al calore a
ciascuna temperatura rispetto ai controlli; tale effetto è illustrato in figura 22.6108. In que-
st’ultimo studio la tolleranza termica era correlata con le proteine UspA e GrpE: a 5 °C la
correlazione era positiva con la proteina GrpE e negativa con la proteina UspA.

Esponendo un ceppo del fagotipo PT4 di S. Enteritidis in brodo prima a un pH compreso
tra 3,0 e 6,0 e, successivamente, a un pH di 2,5-2,9, si verificava un aumento della resisten-
za all’acidità in circa 5 minuti55. In un altro studio, che utilizzava maionese prodotta in labo-
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ratorio, le cellule esposte prima a pH 5,8 e poi a pH 4,5 rimanevano vitali per 4 settimane a
4 °C 69. Durante la conservazione il pH della maionese rimaneva a 4,2-4,5. Nel caso di E. coli
O157:H7, le cellule adattate al calore mostravano un aumento di fluidità della membrana,
che potrebbe aver aumentato la secrezione di tossina Stx107.

In uno studio sulla resistenza relativa di Vibrio vulnificus e dei suoi fagi, entrambi sono
risultati sensibili a valori di pH < 3,0, ma i fagi erano più acido-resistenti delle loro cellule
ospite64. In E. coli O157:H7 lo stress da freddo o da freddo-acido non influenzava la produzio-
ne dei fattori di virulenza, ma la crescita in mezzi acidi (pH 5,5) favoriva l’espressione dei geni
eaeA e hlyA. Lo stress da freddo era provocato mediante esposizione a 4 °C.

Complessivamente, non è del tutto chiaro il significato della ATR e di altri fattori sigma
nelle infezioni causate da batteri di origine alimentare; tuttavia, per alcuni patogeni vi sono
dati sufficienti che suggeriscono la necessità di ulteriori ricerche.

22.7  Patogenesi

Se si considerano i numerosi tipi diversi di agenti eziologici, non dovrebbe sorprendere la
molteplicità di meccanismi che determinano l’insorgenza e lo sviluppo delle malattie a tra-
smissione alimentare. Platelminti e nematodi penetrano nell’organismo umano attraverso
l’ingestione di carne o pesce infetti; giunti nel tratto gastrointestinale, questi organismi pos-
sono rimanervi oppure prendere percorsi diversi, per esempio invadendo il fegato e i musco-
li scheletrici. I protozoi presenti negli alimenti rimangono nell’intestino, con la sola eccezio-
ne di Toxoplasma gondii, che può attraversare la barriera placentare e danneggiare grave-
mente il feto. Le tossine prodotte da fitoplancton e le micotossine vengono ingerite prefor-
mate: questi composti chimici hanno affinità per specifici tessuti o bersagli cellulari (per
esempio le aflatossine per il DNA). I meccanismi patogenetici dei batteri di origine alimen-
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Figura 22.6 Resistenza termica di E. coli O157:H7 indotta da starvation (D52 in minuti). I tempi di
esposizione a carenza di nutrienti, 3 ore a 37 °C, 24 ore a 10 °C e 2 giorni a 5 °C, sono stati determi-
nati sulla base della massima espressione dei geni uspA e grpE: microrganismi di controllo in grigio,
starved in bianco. I valori sono significativamente differenti per tutte le temperature di trattamento
(P<0,01). (Da Zhang e Griffiths108, copyright © 2003 International Association for Food Protection)



tare sono più frequentemente coinvolti e saranno discussi di seguito. Informazioni ulteriori su
ciascuno dei gruppi citati possono essere reperite nei relativi capitoli. Nel box 22.3 è inoltre
presentato un glossario dei termini più importanti.

22.7.1  Batteri Gram-positivi

In generale, i patogeni Gram-positivi producono sostanze esocellulari che tipicamente rap-
presentano la maggior parte, se non tutti, i fattori di virulenza di questo gruppo, esemplifi-
cato da Staphylococcus aureus. È noto che i ceppi virulenti producono numerosi fattori eso-
tossici assenti nei ceppi non virulenti. Nel caso della sindrome gastroenterica, discussa nel
capitolo 23, le enterotossine costituiscono gli unici agenti di rilievo. Indipententemente dal
numero e dal tipo di altri metaboliti extracellulari che possono essere prodotti, i ceppi ente-
rotossina-negativi non causano la sindrome gastroenterica. Le attuali conoscenze sulla
modalità d’azione delle enterotossine stafilococciche sono presentate nel capitolo 23.

Analogamente alla gastroenterite causata da ceppi di stafilococchi, anche le malattie a tra-
smissione alimentare provocate da Clostridium botulinum, C. perfringens e Bacillus cereus
sono dovute a esotossine. L’unica tossina di rilievo nel botulismo è una potente neurotossi-
na prodotta durante la crescita delle cellule in alimenti suscettibili. L’enterotossina di C. per-
fringens (CPE) è una proteina associata alle spore, prodotta durante la sporulazione delle cel-
lule batteriche nel tratto gastroenterico. La tossina emetica di B. cereus è un’esotossina, ma
i componenti tossici che causano la sindrome diarroica non sono altrettanto conosciuti. Ulte-
riori dettagli sul meccanismo d’azione di queste tossine sono presentati nel capitolo 24. 

Per molti decenni si è ritenuto che un batterio responsabile di gastroenterite di origine ali-
mentare “dovesse” produrre, come gli stafilococchi, un’enterotossina; le ragioni di tale visio-
ne possono essere ascritte al fatto che questo batterio è il prototipo dei microrganismi respon-
sabili di malattie a trasmissione alimentare. Inoltre, con l’eccezione dei ceppi neurotossigeni
di C. botulinum, il meccanismo patogenetico di S. aureus è stato il primo a essere chiarito.
Studiata per la prima volta nel 1894 da Denys, e successivamente nel 1914 da Barber – che
provocò su se stesso i sintomi dell’intossicazione alimentare – la patogenicità di S. aureus fu
provata definitivamente nel 1930 da Dack e colleghi29, che dimostrarono che tutti i sintomi
della malattia potevano essere riprodotti somministrando (a giovani laureati volontari!) una
coltura filtrata del microrganismo. Si è cercato di applicare questo modello semplice e chia-
ro a tutti i patogeni di origine alimentare e, in un certo senso, ciò ha portato a quello che, a
posteriori, sembra essere stato uno sforzo vano di trovare un’enterotossina in ogni patogeno
alimentare, compresi i Gram-negativi.

22.7.2  Listeria monocytogenes

Nonostante sia Gram-positivo, questo batterio è significativamente diverso da quelli citati in
precedenza. La differenza più rilevante consiste nel fatto che si tratta di un patogeno intra-
cellulare; più specificamente risiede nel citosol, dove si replica; inoltre sembra che per mol-
tiplicarsi utilizzi acido lipoico derivato dall’ospite79. Per penetrare nelle cellule epiteliali,
l’invasina internalina interagisce con la E-caderina nelle cellule ospite umane (le caderine
E di topi e ratti non sono recettori per l’internalina). Le cellule di L. monocytogenes prive di
internalina non sono invasive67. Sebbene i ceppi virulenti producano listeriolisina O (LLO),
una sostanza esocellulare formante pori attivata da gruppi tiolici, questa non causa di per sé
la sindrome gastroenterica di origine alimentare. LLO è un’emolisina, coinvolta nell’inva-
sione dell’epitelio intestinale, che contribuisce alla diffusione da una cellula all’altra dell’or-
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ganismo. A differenza delle altre sindromi provocate da batteri Gram-positivi (con l’ecce-
zione di Clostridium perfringens), l’ingestione di cellule vitali è necessaria affinché si veri-
fichi la listeriosi.

La sequenza PEST (P, pro.; E., glu.; S, ser.; T, thr.) della LLO è essenziale per la virulen-
za e la compartimentazione intracellulare di L. monocytogenes. Tale sequenza induce i
macrofagi dell’ospite a degradare la LLO una volta che questa evade dai lisosomi. Mutanti
privi della sequenza PEST penetravano nel citosol delle cellule ospiti e le uccidevano33; la
LLO priva della sequenza PEST si accumulava nel citosol, suggerendo un ruolo di tale
sequenza nella degradazione della LLO33. In definitiva, la sequenza PEST impedisce che la
LLO distrugga prematuramente le cellule ospiti.

Come si è visto, ceppi virulenti di L. monocytogenes possono aprire un varco nella bar-
riera mucosa, penetrando nelle cellule epiteliali, ma il meccanismo non è chiaro; inoltre, i
sintomi gastrointestinali si osservano solo in un terzo circa dei casi umani49. La prima dife-
sa dell’organismo contro questi agenti è rappresentata dai macrofagi residenti, in particola-
re dalle cellule di Kupffer del fegato91; i patogeni riescono a penetrare in queste cellule dopo
essere stati internalizzati in maniera non distruttiva nelle cellule M delle placche di Peyer58;
tale fenomeno è seguito dall’induzione dell’immunità mediata dalle cellule T dell’ospite
(descritta più dettagliatamente nel capitolo 25). Neutrofili polimorfonucleati (PMN) lisano
le cellule parenchimali infettate da Listeria, esponendo così i batteri a fagociti specializza-
ti. I PMN contengono anioni superossido, enzimi proteolitici e altri fattori. Quando intera-
giscono con L. monocytogenes, i PMN mostrano un incremento di citochine, tra le quali
interleuchina-Iβ, interleuchina-6 (IL-6) e fattore di necrosi tumorale (TNF)91. Una volta che
le listerie sono state fagocitate, le cellule fuoriescono lisando la membrana vacuolare con
l’ausilio della LLO, si spostano nel citosol mediante i filamenti di actina e quindi diffondo-
no alle cellule vicine, dove il processo si ripete. Sebbene i ceppi virulenti contengano altre
sostanze che possono contribuire alla virulenza, ciò che li distingue dalle listerie non pato-
gene è la capacità di aderire e di attraversare la barriera mucosale/epiteliale e di diffondere
da una cellula all’altra con l’intervento della LLO. È possibile che questi fattori di virulen-
za siano stati acquisiti dalle listerie indipendentemente, probabilmente da altri batteri Gram-
positivi che producono tossine attivate da gruppi tiolici.

22.7.3  Batteri Gram-negativi

Le proprietà di patogenesi e virulenza di questo gruppo sono considerevolmente diverse e di
gran lunga più complesse di quelle dei batteri Gram-positivi. Grandi sforzi sono stati dedi-
cati alla ricerca delle enterotossine nella maggior parte: in alcuni casi l’obiettivo è stato rag-
giunto, ma il ruolo delle enterotossine nella patogenesi delle malattie a trasmissione alimen-
tare sembra incerto. Di seguito sono sintetizzati i risultati ottenuti per alcuni di questi orga-
nismi negli ultimi vent’anni circa.

Salmonella
Si stima che Salmonella ed Escherichia siano derivate da un comune predecessore circa 120-
160 milioni di anni fa39. Tutti i serovar di S. enterica possiedono isole di patogenicità 1 e 2
(SPI-1, SPI-2), acquisite per trasferimento orizzontale da plasmidi o da fagi8. Per la virulen-
za di S. Typhimurium sono richiesti almeno 60 geni52 ed è noto che le due SPI contengono
almeno 42 di tali geni. Il confronto delle sequenze 16S e 23S del rRNA ha rivelato che le sal-
monelle sono strettamente correlate con E. coli e le shigelle, con i serovar monofasici delle
salmonelle adattati ai mammiferi e quelli difasici ai rettili21. Per quanto riguarda la loro evo-
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luzione, fino a 35 kilobasi (kb) del DNA che comprende la regione SPI di Salmonella al
centisoma 63 possono essere state acquisite in blocco da un altro microrganismo durante il
loro processo evolutivo verso lo status di patogeni48. Ciò è supportato dall’osservazione che
S. enterica ed E. coli comprendono un alto numero di fenotipi mutanti che determinano un
aumento della velocità di mutazione e favoriscono la ricombinazione tra le diverse specie70.

In S. Typhimurium è stata dimostrata la presenza di un’enterotossina polipeptidica di 29
kDa, che presenta le seguenti caratteristiche: mostra una reazione crociata con la tossina
colerica, attiva l’adenilato ciclasi, come recettore della cellula ospite preferisce il gangliosi-
de GM1 e risulta positiva nel test del loop ileale75. Ciò suggerisce che le tossine potrebbero
avere un ruolo nel determinare i sintomi diarroici della salmonellosi, ma il loro ruolo nell’in-
vasione intracellulare e nella conseguente patogenesi non è chiaro. Nelle salmonelle non
tifoidi è stata riportata anche la produzione di altre proteine citotossiche28.

Ceppi virulenti di S. enterica infettano le cellule non-fagocitiche aderendo alla mucosa
intestinale con l’ausilio di adesine fimbriali codificate da un gene situato sulla SPI-196. A ciò
fa seguito la penetrazione nella mucosa intestinale, principalmente a livello dei follicoli lin-
foidi delle placche di Peyer. Il loro sito iniziale di infezione è l’ileo dell’intestino tenue. Una
volta entrate, invadono le cellule M delle placche di Peyer 60 e dalle vescicole di tali cellule
penetrano nel lisosoma. Ceppi virulenti di S. enterica secernono nel citoplasma una proteina
(SpiC), che impedisce la fusione delle vescicole con i lisosomi. S. Typhimurium contiene
fimbrie che aderiscono selettivamente alle cellule M: sebbene siano in grado di penetrare
qualsiasi tipo di cellula dell’epitelio intestinale, preferiscono le cellule M. Il loro ingresso
nelle cellule non fagocitiche è favorito da un sistema di secrezione di tipo III (detto anche
“per contatto”). Come osservato da Galán48, questo meccanismo di penetrazione implica
un’interazione piuttosto intima tra il batterio e le cellule ospite, che risulta in una comunica-
zione crociata (“cross-talk”). Come conseguenza, si verificano il riarrangiamento del cito-
scheletro, l’increspamento della membrana e l’inglobamento dei batteri per macropinocito-
si. Si ha quindi la migrazione di neutrofili attraverso le cellule epiteliali e la produzione di
citochine (per esempio, interleuchina-8). Una volta penetrate, durante l’intero stadio intra-
cellulare esse rimangono all’interno di vacuoli legati alla membrana84. In seguito alla molti-
plicazione, le cellule scoppiano e il patogeno si diffonde. Anche la penetrazione delle salmo-
nelle nei macrofagi è associata a increspamento della membrana e a macropinocitosi84. Una
volta penetrate, esse si trovano all’interno dei fagosomi legati alla membrana, che si espan-
dono. Salmonella Typhimurium induce nei macrofagi l’apoptosi. Per un’approfondita review
su Salmonella Enteritidis, si veda il riferimento bibliografico 99.

Serovar non-tifoidi di salmonelle differiscono per il grado di patogenicità verso l’uomo,
con S. Pullorum e S. Gallinarum tra le meno patogene, e S. Choleraesuis, S. Dublin e S. Ente-
ritidis tra le più patogene. Nei pazienti Salmonella serovar Choleraesuis è isolata più spesso
dal sangue che dalle feci e, insieme a Salmonella serovar Dublin, è associata a mortalità più
elevata rispetto agli altri sierotipi87. Nel caso di S. Choleraesuis, il coinvolgimento e l’escre-
zione intestinali sono rari, mentre è frequente la setticemia. In uno studio su 19 casi di salmo-
nellosi causati da questa serovar, tutti i pazienti avevano sviluppato setticemia3. In relazione
al locus di distruzione dell’enterocita (LEE, locus of enterocyte effacement) e al sistema di
secrezione, non è chiaro che cosa distingua queste serovar dalla più comune S. Typhimurium.

Escherichia coli
I ceppi patogeni di questo microrganismo sono riconducibili a 5-6 gruppi di virulenza o pato-
genicità e saranno trattati nel capitolo 27. Qui sono discussi i gruppi enteropatogeni (EPEC)
ed enteroemorragici (EHEC).
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Come si è osservato, le informazioni di genetica molecolare suggeriscono che i generi
Escherichia e Salmonella derivino da un comune progenitore; pertanto non dovrebbe sor-
prendere che i geni della virulenza siano stati scambiati tra di loro per trasferimento orizzon-
tale. L’isola di patogenicità sul cromosoma dei gruppi EHEC e EPEC comprende il LEE, che
contiene il gene eae che codifica per la proteina intimina, essenziale per le lesioni A/E (atta-
ching-effacing, adesione-distruzione)12. Il gene eae e il LEE sembrano siano stati trasferiti
orizzontalmente all’interno del gruppo EHEC12. I ceppi EPEC possiedono la proteina espB
che li rende simili ai ceppi EHEC; sembra che questi ultimi si siano evoluti dal gruppo EPEC
attraverso l’acquisizione di tossine Shiga codificate da fagi80. Vi sono evidenze che mostra-
no come il gruppo EHEC si sia evoluto in maniera sequenziale da un antenato EPEC
O55:H7, acquisendo dapprima il gene Stx2 e dividendosi successivamente in due branche43.
I ceppi di una delle due branche sono β-glucuronidasi e sorbitolo negativi (clone O157:H7),
mentre quelli dell’altro ramo sono non mobili, ma sorbitolo e glucuronidasi positivi (clone
O157:H). A tale conclusione si è giunti, oltre che con altre metodologie, sottoponendo i ceppi
EPEC e EHEC a elettroforesi multilocus enzimatica (vedi capitolo 11). Gli autori di questa
ricerca hanno ipotizzato che il gene Stx2 fosse stato acquisito in origine e si fosse evoluto nel
genoma di O157:H7 in un arco di tempo più lungo rispetto ad altri fattori di virulenza. Anche
l’acido-resistenza è stata acquisita anticamente, ma non è chiaro se abbia preceduto l’acqui-
sizione del gene Stx2. Oltre ai geni Stx, sembra che anche le adesine siano stato acquisite per
trasferimento orizzontale104.

Per la colonizzazione i ceppi EHEC necessitano di intimina, ma questa da sola non è suf-
ficiente per causare lesioni A/E. È stato proposto l’uso di vaccini a base di intimina per pro-
teggere il bestiame contro le infezioni da EHEC 32. La patogenicità di EHEC è dovuta alla
presenza di tossine Stx, di endotossine e di citochine derivate dall’ospite, come il fattore di
necrosi tumorale alfa (TNF-α) e l’interleuchina-1β. Le tossine Stx1 e Stx2 inibiscono la sin-
tesi proteica nelle cellule endoteliali; il loro recettore è la globotriaosilceramide (Gb3). Il tes-
suto renale umano contiene grandi quantità di Gb3 ed è pertanto altamente sensibile alle tos-
sine Stx 57. La tossina Stx2 è risultata più tossica della Stx1 per le cellule endoteliali micro-
vascolari dell’intestino umano e ciò potrebbe essere rilevante per la prevalenza di EHEC pro-
duttori di Stx2 nelle coliti emorragiche infettive 57.

Per l’adesione e l’autoagglutinazione, i ceppi EPEC richiedono pili formanti fasci di tipo
IV (bundle-forming, bfp) di origine plasmidica. Mutanti privi di bfp causavano sindromi
diarroiche meno severe ed erano circa 200 volte meno virulenti in soggetti volontari10. Lesio-
ni A/E e “piedistalli” di proteina (compresa l’actina) citoscheletrica densamente agglomera-
ta sono considerati caratteri distintivi dell’infezione da EPEC 41. La lesione A/E inizia come
un’adesione non intima del batterio, seguita dall’iniezione di proteine del tipo III, che pro-
ducono cambiamenti nel citoscheletro e distruzione dei microvilli; per quest’ultimo effetto è
richiesta la presenza di intimina37. Sebbene non sia stato dimostrato che si tratti di patogeni
di origine alimentare, alcuni ceppi di Citrobacter freundii e di Hafnia alvei causano lesioni
A/E, specialmente in alcuni animali89.

Yersinia
Y. enterocolitica (e alcune altre specie dello stesso genere) possiede un determinante cromo-
somico coinvolto nell’assorbimento del ferro, mediato dal sideroforo yersiniabactina, e con-
siderato un’isola di patogenicità (PI). Tale isola è presente anche in ceppi EAggEC, ma rara-
mente in ceppi EPEC, EIEC ed ETEC, ed è assente nei ceppi EHEC e in quelli di Salmonella
e Shigella testati90; probabilmente è stata acquisita per trasferimento orizzontale tra Y. pestis
e alcuni ceppi di E. coli 90.
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Il più importante meccanismo patogenetico di Y. enterocolitica è contenuto nello Yop
virulon (vedi box a pagina seguente), presente anche in Y. pestis e Y. pseudotuberculosis. Il
virulon, che consente alle yersinie di sopravvivere e moltiplicarsi nel tessuto linfoide del-
l’ospite, consiste di quattro componenti. Yop è codificato da pYV, un plasmide di 70 kb, e
possiede un’isola 1 ad alta patogenicità, necessaria per l’espressione della virulenza, che
determina la dipendenza dal Ca2+ 4,25.

Le proteine Yop sono sintetizzate a 37 °C e trasferite nelle cellule dei mammiferi per con-
tatto. I batteri Gram-positivi possono secernere proteine direttamente nell’ambiente esterno,
poiché sono privi di membrana esterna. Nel sistema secretorio di tipo I dei batteri Gram-
negativi, le proteine batteriche sono secrete direttamente dal citoplasma nell’ambiente da due
proteine citoplasmatiche e da una terza presente sulla membrana esterna. Tuttavia nel siste-
ma di secrezione di tipo III, per fuoriuscire dalle cellule che le hanno prodotte, le proteine
batteriche necessitano di un apparato specializzato, di cui le Yop sono un esempio.

L’apparato di secrezione delle yersinie è normalmente confinato alla membrana esterna da
YopN, che si comporta da tappo. YopN può essere rimosso (sistema “stappato”) sottraendo
Ca2+ e determinando il riversamento delle Yops dal citoplasma verso l’esterno. YopP è
responsabile della soppressione del rilascio di TNF-α da parte dei macrofagi infettati13.
Quando le Yop vengono a contatto con una cellula eucariotica, si forma un dispositivo di
microiniezione che permette alle Yop di attraversare il sistema di secrezione di tipo III e di
giungere all’interno della cellula eucariotica41. Silhavy ha assimilato tale processo alla morte
dei macrofagi per iniezione letale 92. Falkow41 ha stabilito che “le shigelle portano i macrofa-
gi al suicidio”. In S. Typhimurium il sistema di secrezione di tipo III è stato descritto come
una struttura sovramolecolare che circonda le membrane interna ed esterna66. I sistemi di
tipo III sono presenti anche in ceppi fitopatogeni di Erwinia, Xanthomonas, Pseudomonas e
Ralstonia 2. Come si può osservare nel box della pagina seguente, il fitopatogeno Agrobacte-
rium tumefaciens possiede un sistema di tipo IV.

Shigella
Le cellule M delle placche di Peyer nell’ileo terminale possono essere invase da shigelle,
come pure da alcune salmonelle, alcuni ceppi EPEC e alcuni virus41. I macrofagi delle cel-
lule M del colon e del retto invasi da shigelle muoiono per apoptosi. Il risultato è una rispo-
sta infiammatoria acuta accompagnata da dissenteria. Ciò si verifica soprattutto con ceppi
invasivi di S. flexneri 110. Questo tipo di danno provoca perdita di sangue e muco nel lume
intestinale. Poiché l’assorbimento di acqua nel colon è inibito, si ha il passaggio di feci dis-
senteriche (diarrea). La diarrea acquosa, talvolta associata a shigellosi, è dovuta alla molti-
plicazione dei microrganismi durante il loro passaggio attraverso il digiuno. Tra le specie di
shigella, S. sonnei è quella che causa più spesso diarrea. Per quanto riguarda la dose infetti-
va minima, 10 cellule sono state sufficienti per causare la malattia nel 10% dei volontari; la
percentuale di soggetti infettati è arrivata al 50% somministrando 500 cellule39.

La Shiga-tossina di S. dysenteriae tipo 1 si lega al galabiosio e inibisce la sintesi proteica
nei mammiferi. Sebbene la sindrome emolitico-uremica (SEU) sia più frequentemente asso-
ciata ai ceppi EHEC di E. coli, può essere causata anche da S. dysenteriae. 

Vibrio
A differenza dei batteri Gram-negativi sopra descritti, i vibrioni non fanno parte della fami-
glia delle Enterobatteriacee; inoltre, quelli associati a malattie a trasmissione alimentare sono
anche non-invasivi. Nel caso di V. parahaemoliticus, la patogenesi è associata alla produzio-
ne di un’emolisina termostabile diretta (TDH), un omodimero di 46 kDa, che sembra essere
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Box 22.3 Glossario dei principali termini utilizzati per i patogeni associati agli alimenti

a Il sistema di secrezione di tipo IV è meglio conosciuto in Agrobacterium tumefaciens, che non è stato dimo-
strato appartenga ai patogeni umani di origine alimentare.

Adesione - distruzione (Attaching - effacing, A/E)
Adesione stretta dei batteri alle cellule epiteliali che
porta a distruzione dei microvilli intestinali e a cam-
biamenti nel citoscheletro della cellula ospite. Pre-
senti in ceppi EPEC ed EHEC. I geni per A/E sono
localizzati su una regione di 34 kb del DNA cromo-
somiale del LEE 

Apoptosi Morte cellulare programmata.

Biovar, Biotipo Sottospecie fisiologicamente diffe-
rente.

Cellule M (da microfold, cioè molto sottili) Parti
delle placche di Peyer; hanno solo una piccola quan-
tità di rivestimento mucoso. Presentano gli antigeni
alle cellule immunocompetenti della lamina propria.

Diarrea Perdita di liquidi, specialmente dall’intesti-
no tenue.

Dissenteria Scariche più frequenti, ma di volume
minore rispetto alla diarrea, contenenti sangue e/o
pus derivanti da danni alla mucosa.

Fagovar (fagotipo) Differente fago o lisotipo.

Genomovar Gruppi di ceppi simili dal punto di vista
fenotipico, ma genotipicamente distinti.

Integrine Recettori della cellula ospite; proteine
transmembrana sulla superficie di molte cellule
eucariotiche, specialmente le cellule M delle placche
di Peyer.

Intimina Proteina di adesione di 94 kDa presente
sulla membrana esterna del batterio; è codificata dal
gene cromosomico eae ed è richiesta per il riarran-
giamento del citoscheletro dell’ospite necessario
per l’adesione del batterio.

Isola di patogenicità (PI) Regioni specifiche di DNA
cromosomiale batterico che includono diversi geni
di virulenza, per esempio l’isola di patogenicità 2
(SPI-2) delle salmonelle.

Lamina propria Tessuto connettivo sottostante
l’epitelio della mucosa dell’intestino.

Locus di distruzione dell’enterocita (LEE) Esempio
di isola di patogenicità in ceppi EHEC e EPEC di E. coli
che contengono i geni per le lesioni A/E e per la pro-
teina B secreta da EPEC. L’intera sequenza genetica
del LEE di un E. coli O157:H7 constava di 43359 bp e
includeva un profago34.

Patogeno Microrganismo avente la capacità dimo-
strata di provocare una malattia.

Patovar Biovar con diversi ospiti target.

Piedistallo Struttura di 10 μm o più che si forma al

disotto dei batteri adesi in seguito alla distruzione
dei microvilli dell’orletto a spazzola. Consiste di pro-
teine citoscheletriche densamente clusterizzate,
compresa l’actina. La sua formazione è avviata da un
recettore dell’intimina traslocato (Tir).

Pili formanti fasci Localizzati sulla superficie del
patogeno, codificati dal cluster di geni bfp posizio-
nato sul plasmide EAF.

Placche o ghiandole di Peyer Ampie placche sube-
piteliali ovali di follicoli linfoidi o noduli strettamen-
te aggregati nelle pareti dell’intestino, particolar-
mente abbondanti nell’ileo. Le cellule M sono utiliz-
zate da patogeni come Y. enterocolitica, C. jejuni, shi-
gelle e S. Typhimurium come ingresso principale
nell’ospite (vedi anche cellule M).

Plasmide del fattore di aderenza (EAF) Unità di 70
kDa, presente in ceppi EPEC, che contiene geni per i
pili formanti fasci.

RpoS (Fattore sigma della fase stazionaria) Regola,
tra l’altro, le risposte di resistenza all’acidità e alla
deprivazione di nutrienti in alcuni patogeni.

Serotipo, Serovar Sottodivisione di una specie sulla
base di differenze antigeniche.

Sistema di secrezionea

Tipo III Le proteine traslocano nel periplasma. Per
allontanarle dalle cellule è richiesto un sistema par-
ticolare (per esempio le Yop). Le proteine-effettori
secrete inducono l’inglobazione dei batteri da parte
della cellula ospite.

Tipo II Proteine secrete nel periplasma e trasportate
direttamente attraverso la membrana esterna.

Tipo I Proteine secrete direttamente nell’ambiente
circostante da due proteine citoplasmatiche e da
una proteina situata sulla membrana esterna.

Tir (recettore traslocato dell’intimina) Proteina che
è traslocata dal batterio alla cellula ospite dove
serve come recettore per l’intimina; interviene nella
formazione del piedistallo.

Virulenza Grado relativo di patogenicità.

Yop Il virulon Yop di Yersinia è codificato da un pla-
smide di 70 kb, pYV; è composto di quattro elemen-
ti: (1) un sistema di secrezione di tipo III, deputato
alla secrezione delle proteine Yop (Yersiniae outer
protein); (2) un sistema che distribuisce le proteine
batteriche nelle cellule ospite (YopB e Yop D); (3) un
elemento di controllo (YopN) e (4) un set di proteine
Yop effettrici.



responsabile di emolisi, formazione di pori, effetti citotossici, letalità in piccoli animali e atti-
vità enterotossigena (valutata mediante saggio di legatura dell’ileo). Per ulteriori dettagli sulla
TDH, si rimanda al capitolo 28. 

I ceppi O1 di V. cholerae colonizzano l’epitelio dell’intestino tenue, colpendo di preferen-
za le cellule M, e ciò provoca diarrea profusa. I due principali fattori di virulenza di questo
microrganismo sono (1) i pili co-regolati dalla tossina (TCP), necessari per la colonizzazio-
ne intestinale, e (2) l’enterotossina colerica (CT) 98. I geni CT (ctxAB) fanno parte del CTX,
un elemento genetico più ampio, che costituisce il genoma di un batteriofago filamentoso
denominato CTXø 42,98. Quest’ultimo può essere propagato in ceppi riceventi di V. cholerae,
nei quali può integrarsi al cromosoma, formando lisogeni stabili, oppure rimanere a livello
extracromosomiale42. Questi ultimi ricercatori hanno dimostrato che il CTXø isolato da dieci
ceppi clinici o ambientali di V. cholerae infettava ceppi CT-negativi; essi hanno osservato,
tuttavia, che l’induzione fagica può non verificarsi nell’intestino umano. Tale locus di pato-
genicità sembra essere un esempio di trasferimento orizzontale di geni, che può portare alla
comparsa di nuovi ceppi patogeni; l’elemento CTXø è riconducibile al colifago M1398. Tra
le caratteristiche inusuali di V. cholerae vi è la presenza di due cromosomi circolari95: il più
grande contiene più di 2,96 milioni di basi e i geni housekeeping e altri che sono implicati
nella virulenza; il cromosoma più piccolo, invece, contiene oltre 1,07 milioni di basi e molti
geni, la cui funzione è sconosciuta. La subunità B della tossina colerica (CTB) si lega ai
recettori gangliosidici della superficie cellulare GM1 (essa è strettamente correlata alla subu-
nità B della tossina termolabile di E. coli, LT).

Il ruolo dei batteriofagi nella trasmissione dei geni di virulenza è illustrato dal citato elemen-
to genetico CTX. Tra i patogeni di origine alimentare, sono portati da fagi i geni codificanti per
l’enterotossina stafilococcica A, per Stx1 e Stx2 dei ceppi EHEC di E. coli e per le tossine botu-
liniche. È stato osservato che i geni associati alla virulenza possono trovarsi sui plasmidi in un
microrganismo e sui cromosomi in altri, suggerendo che possano essere integrati in replicazio-
ni successive20. Un modello simile sembra plausibile anche per i geni mediati da fagi.

Un quadro in evoluzione

Negli ultimi vent’anni sono state acquisite molte nuove informazioni sui meccanismi speci-
fici utilizzati dai patogeni di origine alimentare per causare malattie nell’uomo, in particola-
re in relazione ai batteri Gram-negativi. Al di là del loro ruolo nell’accumulo di liquidi a
livello intestinale (diarrea), non si è appreso molto di più circa le enterotossine prodotte da
batteri Gram-negativi. La loro funzione nell’invasione della cellula ospite e nella conseguen-
te patogenesi sembra poco rilevante. 

Il concetto di isole di patogenicità (PI) in salmonelle, yersinie e ceppi EPEC ed EHEC di
Escherichia coli rappresenta un significativo sviluppo. Tali isole sono localizzate su DNA
extracromosomiale o appartengono al genoma fagico e sono assenti nei batteri non patogeni
(per una discussione approfondita sull’argomento, vedi Hacker e Kaper 53).

Studi di genetica molecolare hanno fatto ulteriore chiarezza sull’importanza del trasferi-
mento, mediato da plasmidi e batteriofagi, di geni di virulenza tra alcune enterobatteriacee e
all’interno del genere Vibrio. 

La scoperta di elevati livelli di mutazione in salmonelle non-tifoidi e ceppi di E. coli pro-
duttori di Stx suggerisce che tra tali gruppi possano emergere nuove varianti enteropatogene.

Il primo requisito di un patogeno intestinale invasivo è la capacità di aderire all’epitelio
intestinale. Recenti scoperte hanno confermato l’importanza di elementi genetici mobili nel
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trasferimento di tale caratteristica tra ceppi virulenti e avirulenti. Il grado con il quale ceppi
avirulenti di specie patogene o di specie filogeneticamente correlate possono acquisire, man-
tenere ed esprimere i geni di aderenza/adesione, può essere un fattore cruciale nella possibi-
le comparsa di nuovi enteropatogeni.

Nella tabella 22.2 sono elencati otto batteri Gram-negativi che possiedono almeno una
proprietà o un fattore spesso associato ai patogeni di origine alimentare. Si può dedurre che
non si tratta dei principali patogeni di origine alimentare dalla mancanza di altre proprietà di
virulenza, come la capacità di aderire e penetrare nelle cellule epiteliali. Aeromonas hydro-
phila e Plesiomonas shigelloides sono state tenute sotto sorveglianza dai microbiologi ali-
mentari per almeno vent’anni, ma non è stato dimostrato che possano causare gastroenteriti
di origine alimentare in assenza di un altro enteropatogeno.

La lentezza del processo attraverso il quale un microrganismo non-patogeno si trasforma
in patogeno può essere desunta dalla tabella 22.3, che riporta gli ultimi otto patogeni che
sono stati riconosciuti di origine alimentare. Probabilmente la maggior parte di essi esisteva
già molto tempo prima che ne venisse dimostrato il ruolo nelle malattie a trasmissione ali-
mentare. Chiare eccezioni sono rappresentate dai ceppi di E. coli responsabili di coliti ente-
roemorragiche. Tali ceppi sono stati registrati per la prima volta nel 1975 e, secondo studi di
genetica molecolare, si sarebbero evoluti da E. coli O55:H7 per trasferimento dei geni di
virulenza mediato da un batteriofago.
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Tabella 22.2 Alcuni batteri Gram-negativi che possiedono almeno
un fattore di virulenza spesso associato a patogeni alimentari

Microrganismi Fattori di virulenza dimostrati

Aeromonas caviae Enterotossina
A. hydrophila Enterotossina citotossica
Bacteroides fragilis Enterotossina positiva al test 

della legatura dell’ansa intestinale
Citrobacter freundii Enterotossina termostabile; lesioni A/E
Enterobacter cloacae Enterotossina termostabile
Hafnia alvei Produzione di lesioni A/E
Klebsiella pneumoniae Enterotossina termostabile
Plesiomonas shigelloides Enterotossina termostabile

Tabella 22.3 Principali patogeni/patologie di origine
alimentare riconosciuti più recentemente

Patogeno/Patologia Anno

Botulismo infantile 1976
Yersinia enterocolitica 1976
Cyclospora cayetanensis 1977
Norwalk virus e Norwalk-like 1978
Vibrio cholerae non-O1 1979
Listeria monocytogenes 1981
E. coli enteroemorragici 1982
Nuova variante della malattia 1996
di Creutzfeldt-Jakob (vCJD)



La nuova variante della malattia di Creutzfeldt-Jakob (vCJD) (vedi cap. 31) è forse
l’agente eziologico di patologie alimentari più recente.

Se il tempo necessario per la comparsa di nuovi patogeni alimentari può essere lento e
indefinito, una volta che siano stati dimostrati, essi sembrano persistere per sempre: non si è
mai verificata la scomparsa di un patogeno di origine alimentare riconosciuto.
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L’intossicazione alimentare stafilococcica o sindrome da intossicazione alimentare fu studia-
ta per la prima volta nel 1894 da J. Denys e successivamente, nel 1914, da M.A. Barber, che
produsse in se stesso i segni e i sintomi della malattia consumando latte che era stato conta-
minato con una coltura di Staphylococcus aureus. La capacità di alcuni ceppi di S. aureus di
causare intossicazione alimentare fu provata definitivamente nel 1930 da Dack e colleghi28,
che dimostrarono che i sintomi potevano essere provocati somministrando filtrati colturali di
S. aureus. Sebbene alcuni autori definiscano questo tipo di malattia associata agli alimenti
un’intossicazione piuttosto che un avvelenamento, la definizione “gastroenterite” evita di
dover specificare se la malattia sia un’intossicazione o un’infezione.

La gastroenterite stafilococcica è causata dall’ingestione di alimenti contenenti una o più
enterotossine, prodotte esclusivamente da alcune specie e alcuni ceppi di stafilococco. Per
quanto la produzione di enterotossine sia comunemente attribuita solo a ceppi di S. aureus
produttori di coagulasi e termonucleasi (TNasi), in realtà queste enterotossine possono esse-
re prodotte anche da numerose altre specie di Staphylococcus che non producono né coagu-
lasi né TNasi.

È disponibile una vasta letteratura sugli stafilococchi e sulla relativa intossicazione ali-
mentare, ma gran parte di essa esula dagli scopi di questo capitolo.

23.1  Specie di importanza alimentare

Il genere Staphylococcus comprende oltre 30 specie; in tabella 23.1 sono elencate quelle che
rivestono un reale o potenziale interesse per gli alimenti. Delle 18 specie e sottospecie ripor-
tate in tabella, soltanto 6 sono coagulasi-positive ed esse producono generalmente nucleasi
termostabili (TNasi). È stato dimostrato che dieci delle specie coagulasi-negative producono
enterotossine e, eventualmente, nucleasi termolabili. Non sempre i ceppi enterotossigeni
coagulasi-negativi producono emolisina o fermentano il mannitolo. La pratica, a lungo uti-
lizzata, di ricercare negli alimenti stafilococchi coagulasi-positivi quali ceppi di rilievo, ha
senza dubbio portato a sottostimare la prevalenza dei produttori di enterotossina. 

La relazione tra la produzione di TNasi e di coagulasi negli stafilococchi è discussa nel
capitolo 11. Si ritiene comunemente che solo per i ceppi di stafilococchi TNasi e coagulasi-
positivi siano giustificate indagini più approfondite quando vengono riscontrati negli alimenti;
tuttavia da tempo si conosce l’esistenza di ceppi TNasi e coagulasi-negativi ma produttori di
enterotossine.
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Tra le specie coagulasi-positive, S. intermedius è nota per la sua produzione di enterotos-
sine; è presente nelle vie nasali e sulla pelle di carnivori e cavalli, ma raramente nell’uomo.
La patogenicità di questa specie per il cane è ben nota. In Brasile, da cani affetti da pioder-
mite sono stati isolati 73 stafilococchi, 52 dei quali erano S. intermedius47. Tutti i 52 S. inter-
medius erano coagulasi-positivi in plasma di coniglio ma coagulasi-negativi in plasma
umano, 13 (25%) erano enterotossigeni: quattro producevano enterotossina stafilococcica D
(SED), cinque producevano SEE e gli altri, rispettivamente, SEB, SEC, SED/E e SEA/C.
Tutti e 13 erano TNasi-positivi e tre producevano anche la tossina della sindrome da shock
tossico (TSST). Numerosi ceppi di S. hyicus sono coagulasi-positivi e sembra che alcuni pro-
ducano enterotossine. In uno studio ceppi di S. hyicus stimolavano risposte positive all’ente-
rotossina in scimmie (Macaca fascicularis), ma l’enterotossina non era una di quelle cono-
sciute (da SEA a SEE)3,49. In una ricerca su isolati da capre, due ceppi su sei di S. hyicus coa-
gulasi-positivi producevano SEC111. La produzione di enterotossine da parte di S. delphini,
S. simulans e S. schleiferi subsp. coagulans non è mai stata documentata.

Almeno 10 delle specie stafilococciche coagulasi-negative elencate in tabella 23.1 produ-
cono enterotossine. S. cohnii, S. epidermidis, S. haemolyticus e S. xylosus sono stati isolati
da latte di pecora assieme a S. aureus 9. L’isolato di S. cohnii produceva SEC; tre isolati di S.
epidermidis producevano SEC e SEB/C/D (due ceppi); cinque isolati di S. haemolyticus pro-
ducevano SEA, SED, SEB/C/D e SEC/D (due ceppi); tutti e quattro gli isolati di S. xylosus
producevano SED 9. Questi ricercatori hanno osservato che la fermentazione del mannitolo
era il parametro migliore per differenziare i ceppi enterotossina-positivi da quelli enterotos-

Tabella 23.1 Specie e sottospecie di stafilococco per le quali è nota la produzione
di coagulasi, nucleasi e/o enterotossine

Microrganismi Coagulasi Nucleasi Enterotossina Emolisina Mannitolo G + C (%)

S. aureus subsp.
anaerobius + TS ? + ? 31,7
aureus + TS + + + 32–36

S. intermedius + TS + + (+) 32–36
S. hyicus (+) TS + – – 33–34
S. delphini + – + + 39
S. schleiferi subsp.

coagulans + TS + (+) 35–37
schleiferi – TS + – 37

S. caprae – TL + (+) – 36,1
S. chromogens – – w + – v 33–34
S. cohnii – – + – v 36–38
S. epidermidis – – + v – 30–37
S. haemolyticus – TL + + v 34–36
S. lentus – + – + 30–36
S. saprophyticus – – + – + 31–36
S. sciuri – + – + 30–36
S. simulans – v v + 34–38
S. warneri – TL + –w + 34–35
S. xylosus – ? + + v 30–36

+ = positivo; – = negativo; –w = negativo o debolmente positivo; (+) reazione debole; v = variabile;
TS = termostabile; TL = termolabile.
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sina-negativi. In un altro studio 1 dei 20 ceppi coagulasi-negativi isolati da alimenti era uno
S. haemolyticus enterotossigeno produttore sia di SEC sia di SED35. In uno studio su stafilo-
cocchi isolati da capre sane, la produzione di enterotossine è stata osservata nel 74,3% dei
70 isolati coagulasi-positivi e nel 22% dei 272 isolati coagulasi-negativi111. Negli isolati da
capre la SEC era la tossina riscontrata con maggior frequenza. Sette specie isolate da capre
producevano più di una enterotossina (S. caprae, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. sapro-
phyticus, S. sciuri, S. warneri e S. xylosus); due specie, S. chromogens e S. lentus, ne produ-
cevano solo una (rispettivamente SEC e SEE)111. Da polpa di granchio cotta pronta al consu-
mo, tra i 100 isolati sospetti stafilococchi sono state identificate le seguenti specie: S. lentus
(31); S. hominis (21); S. epidermidis (10); S. kloosi (8); S. capitis (5); infine 3 isolati per cia-
scuna specie appartenevano a S. aureus, S. saprophyticus e S. sciuri 32. Meno di tre isolati
sono stati trovati relativamente ad altre cinque specie. Da prosciutti spagnoli salati a secco è
stato isolato uno S. epidermidis produttore di SEC 69.

Tra le altre specie di stafilococco di origine alimentare si annoverano S. condimenti, S.
piscifermentans e S. fleurettii, tutti coagulasi, TNasi ed enterotossina-negativi. S. condimen-
ti è stato isolato da salsa di soia87, S. piscifermentans da pesce fermentato in Thailandia105 e
S. fleurettii da formaggi di latte di capra114. La specie prima chiamata S. caseolyticus è stata
riclassificata nel genere Macrococcus come M. caseolyticus 64.

23.2  Habitat e diffusione

Le specie di stafilococco sono adattate all’ospite e circa la metà delle specie conosciute risie-
de sull’uomo solamente (per esempio S. cohnii subsp. cohnii) o sull’uomo e altri animali (per
esempio S. aureus). Il maggior numero tende a essere ritrovato in prossimità delle aperture
del corpo, come le narici, sulle ascelle e sulle aree inguinale e perineale, dove il numero di
cellule per centimetro quadrato può raggiungere 103-106 negli ambienti umidi e 10-103 in
quelli secchi63. Le due fonti più importanti di contaminazione degli alimenti sono rappresen-
tate dai cosiddetti portatori nasali (le cui vie nasali sono colonizzate da stafilococchi) e dagli
individui affetti da foruncoli e pustole su mani e braccia, ai quali è consentita la manipola-
zione degli alimenti.

La maggior parte degli animali domestici ospita S. aureus. La mastite stafilococcica può
essere presente negli allevamenti di vacche da latte: se il latte prodotto da vacche infette
viene consumato o utilizzato nella fabbricazione di formaggio, le probabilità di contrarre
un’intossicazione alimentare sono elevatissime. Quasi certamente molti ceppi responsabili di
mastite bovina sono di origine umana, anche se alcuni sono considerati “ceppi animali”. In
uno studio i ceppi di stafilococco isolati da prodotti a base di carne suina cruda, erano essen-
zialmente tutti di origine animale; tuttavia, durante la produzione di conserve di carne, tali
ceppi di origine animale venivano gradualmente sostituiti da ceppi di origine umana, fino al
punto da non poter rilevare alcun ceppo di origine animale nei prodotti finiti95.

Per quanto riguarda alcune delle specie diverse da S. aureus, S. cohnii si riscontra sulla
pelle dell’uomo e occasionalmente nel tratto urinario e in ferite infette. La cute umana costi-
tuisce l’habitat sia per S. epidermidis sia per S. haemolyticus (quest’ultimo è associato a infe-
zioni). S. hyicus si trova sulla pelle del maiale, dove può causare lesioni, ed è anche stato
riscontrato nel latte e sul pollame. La pelle di primati inferiori e di altri mammiferi è l’habitat
per S. xylosus, mentre la pelle umana e di altri primati lo è per S. simulans. S. schleiferi subsp
schleiferi è stato isolato in campioni clinici provenienti da pazienti umani con diminuita resi-
stenza alle infezioni37; la sottospecie coagulans è stata isolata da cani con infezioni dell’orec-
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chio. S. aureus subsp. anaerobius causa malattia nelle pecore e S. delphini è stato isolato dai
delfini113. S. sciuri può trovarsi sulla pelle dei roditori; S. lentus e S. caprae sono associati alle
capre, specialmente al loro latte da esse ottenuto. Nonostante molte delle specie coagulasi-
negative menzionate si adattino principalmente a ospiti non umani, la loro penetrazione negli
alimenti non è preclusa. Una volta giunti in alimenti suscettibili, la loro crescita può portare
alla produzione di enterotossine. Tutte queste specie crescono in presenza del 10% di NaCl.

Poiché S. aureus è stato studiato soprattutto come causa di gastroenteriti stafilococciche
di origine alimentare, la maggior parte delle informazioni riportate di seguito si riferisce a
questa specie.

23.3  Incidenza negli alimenti

In generale la presenza, anche solo limitata, degli stafilococchi deve essere considerata in
qualsiasi alimento di origine animale o che sia stato manipolato dall’uomo, a meno che non
siano stati applicati trattamenti termici per determinarne la distruzione. Essi sono stati trova-
ti in un numero elevato di alimenti commerciali da molti ricercatori (capitoli 4, 5 e 9; tabel-
le 4.3, 4.14, 5.6 e 9.1).

23.4  Esigenze nutrizionali, temperatura e composti chimici

Com’è tipico dei batteri Gram-positivi, gli stafilococchi necessitano per la loro nutrizione di
alcuni composti organici. Gli amminoacidi sono richiesti come fonte di azoto; tra le vitami-
ne B sono necessarie tiamina e acido nicotinico. Durante la crescita in condizioni di anaero-
biosi, sembrano richiedere uracile. In un terreno minimo per la crescita aerobia e la produ-
zione di enterotossina, il glutammato monosodico viene utilizzato come fonte di C, N e di
energia. Tale mezzo contiene soltanto tre amminoacidi (arginina, cisteina e fenilalanina) e
quattro vitamine (pantotenato, biotina, niacina e tiamina), oltre a sali inorganici73. L’argini-
na sembra essere essenziale per la produzione di enterotossina B116.

23.4.1  Temperatura di crescita

Nonostante si tratti di un mesofilo, alcuni ceppi di S. aureus possono crescere anche a
6,7 °C 5. Tre ceppi responsabili di intossicazione alimentare crescevano in dolci alla crema a
45,6 °C (114 °F), ma a 46,7- 48,9 °C (116-120 °F) il loro numero diminuiva con il procedere
dell’incubazione5. Nello stesso studio, i tre ceppi crescevano su una preparazione di pollo
con funghi a 44,4 °C (112 °F), ma non in un’insalata di prosciutto alla stessa temperatura. In
generale, la crescita avviene nel range 7-47,8 °C e la produzione di enterotossine tra 10 e
46 °C, con un optimum tra 40 e 45 °C 98. Le temperature minime e massime per lo sviluppo
e la produzione di tossine dipendono dagli altri parametri convolti; di seguito sono riportate
le modalità con cui tali parametri determinano l’innalzamento delle temperature minime di
svuluppo o l’abbassamento di quelle massime.

23.4.2  Effetto di sali e altri composti chimici

S. aureus cresce meglio in mezzi colturali privi di NaCl, ma può crescere bene anche in pre-
senza di concentrazioni del 7-10% e alcuni ceppi fino al 20%. Le concentrazioni massime
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compatibili con la crescita dipendono da altri parametri, quali temperatura, pH, attività del-
l’acqua (aw) e potenziale di ossido-riduzione (Eh) (vedi oltre).

S. aureus ha un elevato grado di tolleranza verso composti come tellurito, cloruro di mer-
curio, neomicina, polimixina e sodio azide, che sono stati tutti utilizzati come agenti selettivi
nei mezzi colturali; inoltre, può essere differenziato da altri stafilococchi per la sua maggiore
resistenza all’acriflavina. Al contrario di S. epidermidis, S. aureus è sensibile al borato59.
Rispetto alla novobiocina, S. saprophyticus è resistente, mentre S. aureus e S. epidermidis
sono sensibili. La capacità di tollerare elevati livelli di NaCl e di alcuni altri composti è con-
divisa da Micrococcus e Kocuria che, essendo ampiamente diffusi in natura e presenti negli
alimenti in numero più elevato degli stafilococchi, rendono la determinazione di questi ultimi
più difficoltosa. L’effetto di altri composti chimici su S. aureus è presentato nel capitolo 13.

23.5  Effetto del pH, dell’attività dell’acqua e di altri fattori

Per quanto riguarda il pH, S. aureus può crescere nel range 4,0-9,8, ma l’optimum è tra 6 e 7.
Come accade per altri parametri, l’esatto valore minimo di pH per la crescita dipende da
quanto tutti gli altri parametri si trovano a livelli ottimali. In maionese preparata in casa le
enterotossine venivano prodotte quando il pH iniziale era 5,15 e quello finale di crescita non
era inferiore a 4,7 44. Con un inoculo di circa 105/g, la quantità di SEB prodotta era di 158
ng/100 g. In generale, la produzione di SEA è meno sensibile al pH rispetto a alla produzio-
ne di SEB. Tamponando un mezzo di coltura a pH 7,0 si ottiene più SEB rispetto a quando
il mezzo non è tamponato o lo è in un range di acidità71. Un risultato analogo è stato osser-
vato a un pH controllato di 6,5 piuttosto che di 7,058.

Pe quanto riguarda l’aw, gli stafilococchi sono unici per la capacità di crescere a valori più
bassi rispetto a qualsiasi altro batterio non alofilo. In condizioni ideali per gli altri fattori, è
stata dimostrata la crescita a un valore di aw pari a 0,83, sebbene 0,86 sia generalmente con-
siderato il valore minimo.

23.5.1  NaCl e pH

Utilizzando un mezzo a base di proteine idrolizzate e incubando a 37 °C per 8 giorni, in
assenza di NaCl la crescita e la produzione di enterotossina C si verificavano nel range di pH
4,00-9,83. Con il 4% di NaCl il range di pH si restringeva a 4,4-9,43 (tabella 23.2). A pH
pari o superiore a 5,45, la tossina veniva prodotta con il 10% di NaCl ma non con il 12%39.

È stato dimostrato che la crescita di S. aureus è inibita in brodo a pH 4,8 e al 5% di NaCl.
La crescita e la produzione di enterotossina B da parte del ceppo S-6 si verificava con il 10%
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Tabella 23.2 Effetto di pH e NaCl sulla produzione di enterotossina C utilizzando un inoculo di
108 cellule/mL di S. aureus 137 in idrolisato proteico e incubando a 37 °C per 8 giorni

Range di pH

4,00-9,83 4,4-9,43 4,50-8,55 5,45-7,30 4,50-8,50

NaCl (%) 0 4 8 10* 12
Produzione di enterotossina + + + + –

* L’enterotossina è stata rilevata anche con un inoculo di 3,6 ×106 a pH 6,38-7,30.
(Da Genigeorgis et al.39, copyright © 1971 American Society for Microbiology)



di NaCl a pH 6,9, ma non con il 4% di sale a pH 5,141. In generale, l’aumento della concen-
trazione di NaCl determina un innalzamento del pH minimo di crescita. A pH 7,0 e a 37 °C
la produzione di enterotossina B era inibita dal 6% o più di NaCl (figura 23.1).

23.5.2  pH, aw e temperatura

In brodo brain heart infusion (BHI), contenente NaCl e saccarosio come umettanti, una misce-
la di ceppi di S. aureus non cresceva a pH 4,3, aw pari a 0,85 o a 8 °C; non si verificava cresci-
ta neppure con le combinazioni: pH < 5,5, 12 °C e aw 0,90 o 0,93 e pH < 4,9, 12 °C e aw 0,9679.

23.5.3  NaNO2 , Eh, pH e temperatura di crescita

In uno studio condotto su prosciutti salati, il ceppo S-6 di S. aureus cresceva e produceva
enterotossina B in condizioni di anaerobiosi con una percentuale di salamoia fino a 9,2%, ma
non con valori di pH inferiori a 5,30 a 30 °C o inferiori a 5,58 a 10 °C. In aerobiosi la pro-
duzione di enterotossina si verificava prima che in anaerobiosi. All’aumentare della concen-
trazione di HNO2 si osservava una diminuzione della produzione di enterotossina40.
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Figura 23.1 Produzione di enterotossina stafilococcica B a diverse concentrazioni di NaCl in un mezzo
al 4% di NZ-Amine NAK a pH 7,0 e a 37 °C. (Da Pereira et al.86, copyright © 1982 International Associa-
tion for Food Protection)



23.6  Enterotossine stafilococciche: tipi e incidenza

Fino al 2001 sono state identificate tredici enterotossine stafilococciche (SE), elencate in
tabella 23.4 insieme ad alcune delle loro proprietà biologiche e chimiche. Il gene che codi-
fica per SEG è stato identificato nel 1992, ma la tossina è stata dimostrata solo nel 1998
insieme a SEI76,104; SEH è stata identificata e purificata nel 1995104; SEJ nel 1998117 e SEK
nel 200181. I ricercatori che hanno identificato SEK hanno anche riportato prove dell’esisten-
za di SEL, senza però presentare dati specifici. Sono disponibili scarsissime informazioni
circa l’incidenza e la prevalenza negli alimenti delle ultime sei SE. Per quanto riguarda SEK,
14 isolati clinici su 36 di S. aureus si sono rivelati positivi81. Review sulle SE sono state pub-
blicate da Dinges e colleghi31 e da Balaban e Rasooly 8.

SEC3 è chimicamente e sierologicamente correlata, ma non identica, a SEC1 e a SEC 2
90.

Gli anticorpi per ciascuna SEC reagiscono in maniera crociata tra loro, nonostante differisca-
no lievemente uno dall’altro dal punto di vista antigenico. SEC3 ha in comune con SEC1 il
98% della sequenza nucleotidica25; SEC1 e SEB evidenziano un’omologia amminoacidica
del 68%. Esiste una reazione crociata tra SEA e SEE e alcuni anticorpi attivi contro SEB rea-
giscono anche contro SEC15. Quella che nei primi anni Ottanta si pensava fosse l’enterotos-
sina F si è poi rivelata la tossina della sindrome da shock tossico (TSST). Alcuni ceppi pro-
duttori di enterotossine producono anche TSST e alcuni dei sintomi della sindrome da shock
tossico sembrano essere causati da SEA, B e C1

16. Secondo alcuni autori, i geni che codifi-
cano per SEA, B, C1 ed E sono cromosomiali, mentre il gene che codifica per SED è di ori-
gine plasmidica54. Più recentemente, tuttavia, è stato riportato che SEB e SEK sono ricondu-
cibili a un’isola di patogenicità di S. aureus 81.

L’incidenza relativa di cinque enterotossine è mostrata in tabella 23.3. In generale, SEA
viene isolata nelle epidemie di intossicazione alimentare più spesso di qualsiasi altra, segui-
ta dalla SED; SEE è associata al numero più basso di epidemie. L’incidenza di SEA su 3109
ceppi e di SED su 1055 ceppi provenienti da fonti diverse, e secondo numerosi ricercatori,
era del 23 e del 14%, rispettivamente101; l’incidenza di SEB, SEC e SEE è risultata del’11%,
del 10% e del 3%, rispettivamente su 3367, 1581 e 1072 ceppi.
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Tabella 23.3 Incidenza di enterotossine stafilococciche singolarmente e in combinazione

N. di Enterotossiche Enterotossine

Fonte colture (%) A B C D E Rif. bibl.

Campioni umani 582 – 54,5 28,1 8,4 41,0 – 21
Latte crudo 236 10 1,8 0,8 1,2 6,8 – 21
Alimenti congelati 260 30 3,4 3,0 7,4 10,4 – 21
Epidemie di intossicazione 80 96,2 77,8 10,0 7,4 37,5 – 21
alimentare
Alimenti 200 62,5 47,5 3,5 12,0 18,5 6,5 85
Pollame 139 25,2 1,4 0 0,7 23,7 0 46
Uomo 293 39 7,8 17,7 7,2 6,8 0,7 83
Pollame 55 62 60,0 1,8 3,6 0 0 42
Prosciutto crudo spagnolo 135 85,9 54,3 2,6 10,3 – – 69
Varie fonti in Belgio e Zaire 285 16,2 6,5 4,5 2,7 0,5 – 56
Latte crudo a Trinidad 230 40,4* 7,5 9,7 34,4 8,6 – 1

*Comprende le combinazioni.



L’incidenza relativa di enterotossine specifiche in ceppi isolati da diverse fonti varia for-
temente. Mentre negli Stati Uniti oltre il 50% degli isolati da campioni umani produceva
SEA, da sola o in combinazione22, in Sri Lanka gli isolati produttori di SEA ammontavano
solo al 7,8%83. In quest’ultima ricerca, a differenza che in altre, si è osservata una maggiore
incidenza di produttori di SEB. Vi sono ampie variazioni tra i ceppi di S. aureus isolati da
alimenti. Harvey e colleghi46 hanno osservato che SED era associata più frequentemente a iso-
lati da pollame che a ceppi umani; in un altro studio non sono stati riscontrati produttori di
SED tra 55 isolati da pollame42. In un’altra ricerca, due dei tre ceppi atipici di S. aureus –
isolati da pollame e caratterizzati da reazione negativa o da una lenta e debole reazione posi-
tiva della coagulasi e per l’assenza di fermentazione di mannitolo in condizioni anaerobiche
– producevano SED33. Su 248 isolati da alimenti nigeriani pronti al consumo il 39% circa era
enterotossigeno, il 44% dei quali produttori di SED2. Di 449 isolati di S. aureus coagulasi-
positivi provenienti da diversi alimenti nigeriani, erano produttori di SEA, SEB, SED e SEC,
rispettivamente, il 57, il 15, il 6 e il 5%99. I produttori di SEA e SED costituivano il 35% cia-
scuno di 124 ceppi isolati da latte di pecora, inclusi quattro ceppi coagulasi-negativi9. Di 48
isolati da prodotti lattiero-caseari e di 134 da prodotti carnei, il 46 e il 49%, rispettivamen-
te, erano enterotossigeni84; il 96% di 80 ceppi responsabili di epidemie di intossicazioni ali-
mentari produceva SEA22. Su 342 isolati da capre sane (appartenenti a specie sia coagulasi-
positive sia coagulasi-negative) il 67,9% produceva SEC111; SEA, SEB e SEC sono state tro-
vate nel latte di 17 delle 133 capre prese in esame111.

In uno studio su ceppi di S. aureus produttori di SEH, su 21 ceppi che causavano emesi
nelle scimmie, ma non producevano nessuna delle tossine da SEA a SEF, 10 producevano
SEH a livelli compresi tra 13 e 230 ng/mL103. Indagando la capacità di produrre SEH in un
altro gruppo di 20 ceppi, per i quali era nota la produzione di almeno una SE, si è trovato che
un ceppo SEC produceva 142 ng/mL di SEH e due ceppi SED ne producevano 52 e 164
ng/mL, rispettivamente103. È stato sviluppato un metodo ELISA per la determinazione di
SEH con un limite minimo di rivelabilità di circa 2,5 ng/mL.

Per quanto riguarda la percentuale di ceppi enterotossigeni, sono state riscontrate notevo-
li differenze a seconda della fonte degli isolati. Solo il 10% di 236 isolati da latte crudo è
risultato enterotossigeno22, mentre era positivo il 62,5% dei 200 ceppi isolati da alimenti85.
In un altro studio è risultato enterotossigeno il 33% di 36 ceppi isolati da alimenti97.

In Brasile si è registrata un’epidemia di intossicazione alimentare da stafilococco, dovuta
al consumo di formaggio Minas, che ha colpito 50 individui 20. L’agente eziologico era un
ceppo di S. aureus TNasi (termonucleasi) positivo; nel formaggio sono state rilevate SEA,
SEB e SEC. Un’altra epidemia con 328 vittime è stata attribuita a latte crudo: l’agente ezio-
logico era una specie stafilococcica TNasi-negativa diversa da S. aureus20. Il latte incrimina-
to conteneva SEC e SED e una concentrazione > 2 × 108 ufc/mL dell’agente eziologico, che
pare derivasse da vacche affette da mastite e da addetti alla lavorazione.

In una ricerca condotta in Italia nel 1999, sulle SE derivanti da vacche affette da mastite,
dai 2343 campioni raccolti in gruppi da quattro repliche, sono stati isolati 160 ceppi tra cui
S. aureus23. Dei 160 isolati, 22 producevano SE, rappresentate da SED per il 7,5%, da SEC
per il 4,4% e da SEC e SEA per l’1,9%. Su 504 campioni di alimenti, prelevati in ristoranti
self-service spagnoli, 19 (3,8%) contenevano isolati SE positivi, di questi 10 producevano
SEC, 4 SED, 3 SEB e 2 SEA100.

Si sono dimostrati vani i tentativi di associare la produzione di enterotossine ad altre pro-
prietà biochimiche degli stafilococchi, come la produzione di gelatinasi, fosfatasi, lisozima,
lecitinasi, lipasi e DNasi o la fermentazione di diversi carboidrati; rispetto a tali caratteristi-
che, i ceppi enterotossigeni sembrano essere simili agli altri. Altrettanto vani sono stati i ten-
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tativi di correlare la produzione di enterotossine con tipi specifici di batteriofagi. La maggior
parte dei ceppi enterotossigeni appartiene al gruppo fagico III, ma è noto che tutti i gruppi
fagici includono ceppi tossigeni. Su 54 ceppi produttori di SEA isolati da casi clinici, il 5,5,
l’1,9 e il 27,8%, rispettivamente, apparteneva ai gruppi fagici I, II e III, con un 20,4% non
tipizzabile21. Tra gli isolati da pollame, il 49% non era tipizzabile21. Su 452 ceppi isolati da
addetti di uno stabilimento per la trasformazione delle carni, da studenti di veterinaria, dagli
impianti di trasformazione, insieme agli isolati da carne e da animali da carne, il 29,6% non
era tipizzabile e il 22,5% di quelli tipizzabili apparteneva al gruppo III 57. Di 230 isolati da
latte crudo, in Trinidad, era tipizzabile il 50,2%, di cui il 23,6 e il 9,8% appartenenti, rispet-
tivamente, ai gruppi fagici I e III 1. 

23.6.1  Proprietà chimiche e fisiche

La tabella 23.4 riassume alcune delle proprietà delle SE che sono state oggetto di studio.
Sono tutte proteine semplici dalle quali, in seguito a idrolisi, derivano 18 amminoacidi, con
prevalenza di acido aspartico, acido glutammico, lisina e tirosina. La sequenza amminoaci-
dica di SEB è stata la prima a essere determinata50; l’acido glutammico è all’N-terminale,
mentre la lisina è al C-terminale. SEA, SEB e SEE sono composte da 239-296 residui ammi-
noacidici; SEC3 ne contiene 236, con la serina all’N-terminale, mentre l’N-terminale di SEC1

è dato da acido glutammico90.
Nel loro stato attivato le enterotossine sono resistenti a enzimi proteolitici come tripsina,

chimotripsina, rennina e papaina, ma sono sensibili alla pepsina a pH 2 circa13. La TSST-1 è
più suscettibile alla pepsina rispetto alle SE. Nonostante differiscano per alcune proprietà
chimico-fisiche, le diverse SE hanno all’incirca la stessa potenza. Sebbene l’attività biologi-
ca e la reattività sierologica siano normalmente associate, è stato dimostrato che enterotossi-
ne sierologicamente negative possono essere biologicamente attive (vedi oltre). Sulla base
degli amminoacidi, SEA, SED, SEE e SEI ricadono nello stesso gruppo, mentre SEB, le
enterotossine C e SEG formano un altro raggruppamento76. Le SEC si differenziano, invece,
sulla base degli epitopi minori.
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Tabella 23.4 Alcune proprietà delle enterotossine stafilococciche (SE) conosciute

SE Dose emetica PM (Da) Punto iso. Anno identificazione Locus gene*

A 5 27.100 6,8 1960 Cromos
B 5 28.366 8,6 1959 SaPI
C1 5 34.100 8,6 1967 –
C2 5–10 34.000 7,0 1984 –
C3 <10 a 26.900 8,15 1984 –
D 20 27.300 7,4 1979 PIasmide
E 10–20 29.600 7,0 1971 Cromos
G – 27.043 – 1992 –
H <30 27.300 5,7 1995 –
I Debole 34.928 – 1998 –
J – – – 1998 –
K – 26.000 7,0–7,5 2001 SaPI
L – – – 2001 –

* Cromos = cromosomiale; SaPI = isola di patogenicità di S. aureus.
a Per via orale; 0,05 μg/kg per via intravenosa (IV).



Le enterotossine sono particolarmente termoresistenti. L’attività biologica di SEB risulta-
va invariata dopo riscaldamento per 16 ore a 60 °C e a pH 7,393. Riscaldando per 30 minuti
a 60 °C un preparato di SEC non si sono osservati cambiamenti delle reazioni serologiche17.
Un trattamento a 80 °C per 3 minuti o a 100 °C per 1 minuto causava in SEA la perdita della
capacità di reagire sierologicamente13. In una soluzione salina con tampone fosfato SEC è
risultata più termoresistente di SEA o SEB; la resistenza termica relativa di queste tre ente-
rotossine era SEC >SEB>SEA109. Denny e colleghi30 hanno dimostrato che l’inattivazione
termica di SEA, valutata in base alla risposta emetica del gatto, si otteneva dopo 11 minuti a
250 °F (F 48

250 = 11 minuti). Utilizzando scimmie, l’inattivazione termica era F 46
250 = 8 minuti.

Questi preparati di enterotossina erano ottenuti concentrando 13,5 volte un filtrato colturale
del ceppo 196-E in casamminoacidi. Utilizzando un saggio di diffusione doppia su gel, Read
e Bradshaw 89 hanno trovato che il valore di inattivazione termica di SEB pura a oltre il 99%
in soluzione tampone veronal era F 58

250 = 16,4 minuti. Il punto finale per l’inattivazione del-
l’enterotossina mediante gel diffusione era identico a quello ottenuto mediante iniezione
intravenosa in gatti. La pendenza della curva di inattivazione termica per SEA in brodo di
manzo a pH 6,2 aveva un valore di circa 27,8 °C (50 °F) usando tre diverse concentrazioni
di tossina (5, 17 e 60 μg/mL)29. La tabella 23.5 presenta alcuni valori di D per la distruzione
termica di SEB. I preparati di tossina grezza sono risultati più resistenti delle tossine purifi-
cate88. Dalla tabella 23.5 si può osservare che la termonucleasi stafilococcica mostra una
resistenza termica simile a quella di SEB (vedi capitolo 11 per maggiori informazioni su que-
sto enzima). In uno studio SEB si è dimostrata più termosensibile a 80 °C che a 100 o a
110 °C 92. Quando il riscaldamento avveniva in presenza di proteine della carne, la distruzio-
ne termica era più marcata a 80 °C che a 60 o a 100 °C. In prodotti in scatola per l’infanzia,
dopo trattamento termico SEA e SED erano immunologicamente non reattive, ma biologica-
mente attive se iniettate in gattini11.

Le cellule di S. aureus sono notevolmente più sensibili al calore rispetto alle enterotossi-
ne, come si desume dai valori di D ottenuti impiegando diversi liquidi di cottura (tabella
23.6). Le cellule sono abbastanza sensibili in soluzione di Ringer a pH 7,2 (D140 °F = 0,11) e
molto più resistenti in latte a pH 6,9 (D140 °F = 10.0). Nei würstel il riscaldamento a 71,1 °C
si è dimostrato letale per diversi ceppi di S. aureus 84; il riscaldamento con microonde per 2
minuti causava la distruzione di oltre 2 milioni di cellule/g115. 

La temperatura massima di crescita e la resistenza termica del ceppo MF 31 di S. aureus
erano influenzate coltivando le cellule in brodo heart infusion contenente salsa di soia e glu-

Microbiologia degli alimenti596

Tabella 23.5 Valori di D per la distruzione termica
di enterotossina stafilococcica B e di nucleasi
stafilococcica termostabile (dati dalla letteratura)

Condizioni D (°C)

Tampone veronal D110 = 29,7*
Tampone veronal D110 = 23,5**
Tampone veronal D121 = 11,4*
Tampone veronal D121 = 9,9**
Tampone veronal, pH 7,4 D110 = 18
Brodo di manzo, pH 7,4 D110 = 60
Nucleasi stafilococcica D130 = 16,5

* Tossina grezza.
** Tossina purificata (>99%).



tammato monosodico (MSG). La temperatura massima di crescita era di 44 °C nel brodo col-
turale privo di questi ingredienti e aumentava a 46 °C in loro presenza53. L’effetto più inte-
ressante del MSG si aveva sui valori di D60 °C determinati in tampone tris a pH 7,2. Coltivan-
do le cellule a 37 °C, il valore medio di D60 °C in tampone era di 2,0 minuti; quando al tam-
pone venivano aggiunti il 5% di MSG e il 5% di NaCl, il valore di D60 °C aumentava fino a
15,5 minuti. Utilizzando cellule cresciute a 46 °C, i valori di D60 °C erano 7,75 e 50,0 minu-
ti, rispettivamente in tampone e in tampone con MSG e NaCl. È noto che la resistenza ter-
mica aumenta all’aumentare della temperatura di crescita, ma variazioni di questa entità sono
inusuali nelle cellule vegetative.

23.6.2  Produzione

In generale, la produzione di enterotossine tende a assere favorita da condizioni ottimali dei
parametri di crescita, come pH, temperatura e Eh. È noto che gli stafilococchi possono cre-
scere in condizioni che non favoriscono la produzione di enterotossina.

Per quanto riguarda l’aw, la produzione di enterotossine (tranne quella di SEA) ha luogo
entro un intervallo lievemente più ristretto di quello di crescita. In bacon precotto incubato
in condizioni aerobiche a 37 °C, S. aureus A100 cresceva rapidamente e produceva SEA a
un valore di aw di appena 0,84 66. La produzione delle singole enterotossine è correlata più
alle caratteristiche delle tossine stesse che a quelle del ceppo che le produce96. È stato dimo-
strato che SEA, ma non SEB, è prodotta da cellule in fase L26. SEB, C e D richiedono un
gene funzionale agr per la produzione massimale. In carne di maiale la produzione di SEA
si verificava con aw di 0,86, ma non di 0,83; in carne di manzo a 0,88 ma non a 0,86106. La
SEA può essere prodotta in condizioni di aw che non favoriscono la produzione di SEB110. La
SED è stata prodotta a un valore di aw di 0,86 in 6 giorni a 37 °C in BHI 36. In generale, la
produzione di SEB è sensibile al valore di aw, mentre quella di SEC è sensibile sia all’aw sia
alla temperatura. Relativamente a NaCl e pH, la produzione di enterotossine è stata osserva-
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Tabella 23.6 Valori di D e z per la distruzione termica di S. aureus 196E in diversi liquidi
di cottura a 140 °F

Prodotti D z Rif. bibl.

Pollo con funghi 5,37 10,5 6
Dolce alla crema 7,82 10,5 6
Zuppa di piselli 6,7-6,9 8,1 107
Latte scremato 3,1-3,4 9,2 107
NaCl 0,5% 2,2-2,5 10,3 107
Brodo di manzo 2,2-2,6 10,5 107
Latte scremato non addizionato 5,34 – 61
Latte crudo scremato + 10% di zucchero 4,11 – 61
Latte crudo scremato + 25% di zucchero 6,71 – 61
Latte crudo scremato + 45% di zucchero 15,08 – 61
Latte crudo scremato + 6% di grasso 4,27 – 61
Latte crudo scremato + 10% di grasso 4,20 – 61
Tampone tris, pH 7,2 2,0 – 53
Tampone tris, pH 7,2, 5,8% NaCl o 5% MSG 7,0 – 53
Tampone tris, pH 7,2, 5,8% NaCl + 5% MSG 15,5 – 53



ta a pH 4,0 in assenza di NaCl (tabella 23.2). L’effetto di NaCl sulla sintesi di SEB da parte
del ceppo S-6 a pH 7,0 e a 37 °C è mostrato in figura 23.1.

In relazione alla temperatura di crescita, è documentata la produzione di SEB in prosciut-
to a 10 °C 40, come pure di piccole quantità di SEA, SEB, SEC e SED in carne bovina maci-
nata cotta, in prosciutto e mortadella a 10 °C. Sebbene sia stata osservata la produzione a
46 °C, la temperatura ottimale per la sintesi di SEB e SEC era di 40 °C in un mezzo a base
di proteine idrolizzate112 e per quella di SEE 40 °C a pH 6,0108. È stata dimostrata la crescita
di S. aureus su carne bovina cotta a 45,5 °C per 24 ore, ma a 46,6 °C l’inoculo iniziale dimi-
nuiva di due unità logaritmiche nello stesso periodo18. L’optimum per SEB in un mezzo col-
turale a pH 7,0 era di 39,4 °C 86. Pertanto la temperatura ottimale per la produzione di ente-
rotossina si colloca nel range 40-45 °C.

È stato riportato che le enterotossine stafilococciche compaiono nelle colture entro 4-6 ore
(figura 23.2) e aumentano proporzionalmente durante la fase stazionaria67 e nella fase di
transizione (figura 23.3). Sebbene studi precedenti avessero rilevato che il ceppo S-6 rila-
sciava nel mezzo il 95% della SEB totale durante la parte finale della fase di crescita espo-
nenziale, è stato dimostrato che la produzione di enterotossine ha luogo durante tutte le fasi
di crescita27. Il cloramfenicolo inibiva la comparsa di enterotossina, suggerendo che la pre-
senza di tossina dipende dalla sintesi di nuove proteine95. In torte gelato, 3,9 ng/g di SEA
sono stati prodotti in 18 ore a 25 °C e 4,8 ng/g in 14 ore a 30 °C 48. Nello stesso studio, la
TNasi era rilevabile prima della SEA, riscontrando una concentrazione di 72 ng/g dopo 12
ore a 37 °C. Utilizzando come substrato digerito pancreatico di caseina al 3% e incubando a
37 °C, SEC1 e SEC2 venivano prodotte durante la fase di crescita esponenziale e all’inizio
della fase stazionaria82. SEC1 era rilevata dopo 10 ore (2 ng/mL) con una concentrazione di
S. aureus pari a 8,3 × 107 ufc/mL, mentre la TNasi veniva rivelata dopo 5 ore con una conta
cellulare di 1,3×104 ufc/mL. SEC2 e TNasi comparivano dopo 7 ore con una popolazione di
107 ufc/mL82. La produzione di TNasi cessava prima che iniziasse quella delle enterotossine.

Relativamente alle quantità di enterotossine prodotte, per SEB e SEC sono stati riportati,
rispettivamente, livelli di 375 e di 60 μg/mL o più91. In un mezzo contenente idrolizzato pro-
teico possono essere prodotti fino a 500 μg/mL di SEB14. Utilizzando per la rilevazione delle
enterotossine un metodo basato sulla dialisi, venivano prodotti 289 ng/mL di SEA da S. hae-
molitycus, 213 ng/mL di SEC da S. aureus e 779 ng/mL di SED sempre da S. aureus 9. È stato
dimostrato che la chitina favorisce la produzione di SEA. Con lo 0,5% di chitina grezza in
brodo BIH la produzione di SEA aumentava del 52% circa4. Anche la termostabilità della
SEA risultava aumentata, ma la crescita cellulare non sembrava essere influenzata. La pro-
duzione di SEH veniva favorita dall’aerazione e dal controllo del pH con circa 275 ng/mL
prodotti in un fermentatore a pH 7,0 con aerazione a 300 mL/minuto102. Per SEG e SEI sono
state riportate concentrazioni di circa 5 μg/mL76.

In un terreno non tamponato la produzione di SEB risulta inibita da un eccesso di gluco-
sio74. Streptomicina, actinomicina D, acriflavina, Tween 80 e altri composti inibiscono la
sintesi di SEB in brodo38. La produzione di SEB viene inibita anche da 2-deossiglucosio e
l’effetto non viene annullato dal glucosio, indicando – quanto meno – che questa tossina non
è regolata da un controllo catabolico55. L’actinomicina D inibiva la sintesi di SEB, da parte
del ceppo S-6, dopo circa un’ora dall’arresto della sintesi cellulare; tale arresto era invece
immediato e completo. Una possibile spiegazione di tale fenomeno è che l’RNA messagge-
ro (mRNA) responsabile della sintesi dell’enterotossina è più stabile di quello deputato alla
sintesi cellulare62.

Il numero minimo di cellule di S. aureus richiesto per produrre una quantità di enterotos-
sina sufficiente per causare la sindrome gastroenterica nell’uomo (1 ng/g) sembra variare a
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Figura 23.2 Produzione di enterotossina B, sviluppo e variazioni di pH in Staphylococcus aureus a
37 °C. (Da McLean e colleghi70, copyright © 1968 American Society for Microbiology)
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seconda del substrato e della specifica enterotossina. Livelli rivelabili di SEA sono stati tro-
vati con sole ~104 ufc/g48. In latte, SEA e SED sono state rilevate con conte non inferiori a
107 ufc/g77. Utilizzando un ceppo di S. aureus produttore di SEA, SEB e SED, queste ultime
due venivano rivelate quando la conta raggiungeva 6 × 106 ufc/mL e il livello di enterotossi-
na era di 1 ng/mL, mentre SEA veniva rilevata a un livello di 4 ng/mL quando la conta era di
3 × 107 cfu/mL78. In una imitazione di formaggio con pH 5,56-5,90 e aw pari a 0,94-0,97, le
enterotossine venivano rivelate quando le conte raggiungevano i seguenti valori: SEA a 4 ×
106/g; SEC a 1 × 108; SED a 3 × 106; SEE a 5 × 106; SEC e SEE a 3 × 106/g12. In bacon precot-
to, SEA veniva prodotta dal ceppo A100 quando il numero di cellule era >106/g 95. In prodot-
ti carnei e dolci con crema alla vaniglia, la produzione di SEA si verificava con ≥ log10 7,2
cellule/g, mentre in alcuni prodotti vegetali la produzione di SEA era ritardata e rilevata solo
quando il numero di cellule raggiungeva un valore ≥ log10 8,9/g80. In quest’ultimo studio, SE
non è stata rilevata in spinaci e fagiolini dopo 72 ore a 22 °C con log10 6,7-8,7 cellule/g. Tutte
le enterotossine stafilococciche sono resistenti alla pepsina (tranne che a pH 2,0).

23.6.3  Modalità d’azione

Tutte le enterotossine stafilococciche, come pure la tossina responsabile della sindrome da
shock tossico (TSST), sono superantigeni batterici (tossine superantigeniche pirogene, PTS)
relativamente al riconoscimento antigenico in vivo, a differenza degli antigeni convenziona-
li. Con questi ultimi, una cellula T CD4 facilita il contatto tra i recettori antigenici del lin-
focita T e le molecole di classe II del complesso maggiore di istocompatibilità (MHC). I
superantigeni stafilococcici si legano direttamente alle catene β del recettore del linfocita T,
senza alcuna elaborazione. Una volta legate alle molecole di classe II del MHC, le SE sti-
molano le cellule T helper a produrre citochine, come l’interleuchina (IL), l’interferone
gamma e il fattore di necrosi tumorale. I superantigeni sono, dunque, proteine che attivano
molti cloni differenti di linfociti T. Tra le citochine, viene prodotto un eccesso di IL-260, che
sembra responsabile di molti o della maggior parte dei sintomi della gastroenterite stafilo-
coccica (vedi oltre).

L’attività dei superantigeni può essere dimostrata in laboratorio esponendo alle SE sple-
nociti di topi. Una risposta positiva consiste nella proliferazione di linfociti T con concomi-
tante produzione di IL-2 e di interferone gamma. La somministrazione di IL-2 produce molti
dei sintomi causati dall’enterotossina. Da studi sulla SEC1 è emerso che quest’ultima si lega
a un’alfa-elica del MHC di classe II, stabilizzando l’interazione tra le cellule che presentano
l’antigene e le cellule T, con conseguente produzione di citochine e proliferazione di linfo-
citi51. Non è chiaro quale sia la regione delle SE responsabile dell’attività emetica, nonostan-
te tale attività sia stata distinta dalla superantigenicità81. SEI-SEL sembrano avere attività
emetica scarsa o nulla.

Per quanto riguarda la patogenesi delle enterotossine nell’uomo, la maggior parte dei sin-
tomi, inclusi vomito e diarrea, sono causati dalla IL-260; questi sintomi possono essere pro-
dotti mediante somministrazione intravenosa (IV).

Il C-terminale delle molecole di enterotossine stafilococciche è cruciale per numerose
funzioni. In uno studio condotto utilizzando SEB, la rimozione di soli nove amminoacidi da
questa regione provocava la perdita completa dell’attività di stimolazione dei linfociti T72;
ciò ha portato a ritenere che il C-terminale fosse essenziale per la conformazione tridimen-
sionale della molecola di SEB72.

L’attività emetica e la proliferazione dei linfociti T possono essere dissociati: modifican-
do la SEA mediante rimozione di tre residui C-terminali, la proliferazione delle cellule T
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appariva conservata, mentre veniva persa l’attività emetica52. Utilizzando copie mutanti di
SEA e SEB, è stato dimostrato che la sola proprietà di legare il MHC di classe II non è suf-
ficiente per determinare emesi nella scimmia45.

23.7  Sindrome gastroenterica

I sintomi dell’intossicazione alimentare da stafilococco si sviluppano normalmente entro 4
ore dall’ingestione del cibo contaminato, sebbene sia stato riportato un range di 1-6 ore. I
sintomi – nausea, vomito, crampi addominali (in genere piuttosto severi), diarrea, sudorazio-
ne, cefalea, prostrazione e, talora, calo della temperatura corporea – perdurano in genere da
24 a 48 ore; il tasso di mortalità è assai basso o nullo. Il trattamento per i soggetti sani con-
siste normalmente nel riposo e nel mentenimento del bilancio idrico. Dopo la scomparsa dei
sintomi, le vittime non possiedono immunità acquisita dimostrabile, sebbene alcuni animali
acquisiscano resistenza all’enterotossina in seguito alla somministrazione ripetuta di dosi
orali14. Poiché i sintomi sono imputabili all’ingestione di enterotossina preformata, le coltu-
re fecali potrebbero risultare negative per il microrganismo responsabile, sebbene ciò sia
raro. La dimostrazione di un’intossicazione stafilococcica di origine alimentare si ottiene
isolando gli stafilococchi enterotossigeni dai residui degli alimenti coinvolti e dalle feci dei
soggetti colpiti. Si dovrebbe anche tentare di isolare l’enterotossina dagli alimenti sospetti,
specialmente quando il numero di cellule vitali è scarso.

La quantità minima di enterotossina necessaria per causare la malattia nell’uomo è di
circa 20 ng (vedi l’epidemia riportata nel paragrafo seguente). Tale valore è stato ricavato
durante un’epidemia di gastroenterite stafilococcica imputabile a latte al 2% di cioccolato.
In 12 confezioni di latte SEA è stata ritrovata a livelli variabili da 94 a 184 ng per confezio-
ne, con una media di 144 ng34. Il tasso di attacco era associato alla quantità di latte consu-
mato e, in qualche misura, all’età: i soggetti di età compresa tra 5 e 9 anni erano più sensi-
bili di quelli di età compresa tra 10 e 19 anni. Risultati precedenti indicavano una dose mini-
ma di 20-35 μg di SEB pura per gli adulti88. I livelli di SE rilevati in 16 casi di gastroenteri-
te stafilococcica erano inferiori a 0,01-0,25 μg/g di alimento43.

23.8  Incidenza e alimenti coinvolti

L’incidenza e la prevalenza degli stafilococchi nelle carni e nei prodotti ittici sono presenta-
te nel capitolo 4 (tabella 4.3) e nel capitolo 5 (tabella 5.6). Questi microrganismi possono
ritrovarsi in un’ampia gamma di alimenti non sottoposti a trattamenti termici per determinar-
ne la distruzione.

Un gran numero di alimenti è stato associato a epidemie di gastroenteriti stafilococciche;
generalmente si tratta di prodotti manipolati e non adeguatamente refrigerati dopo la prepa-
razione. Negli Stati Uniti, nel periodo 1973-1987, al CDC sono stati riportati 367 epidemie
e 17.248 casi di gastroenterite di origine alimentare (tabella 23.7). Da una percentuale del
16% circa nel 1983, questa sindrome rappresentava solo l’1% dei casi nel 1987. Tuttavia i
casi riportati costituiscono solo una piccola parte di quelli reali: il numero di casi di gastro-
enterite stafilococcica alimentare, negli Stati Uniti, è stimato tra 1 e 2 milioni all’anno. I sei
alimenti più frequentemente coinvolti nel periodo 1973-1987 sono elencati in tabella 23.7: la
carne di maiale e i prodotti derivati sono responsabili di un numero di epidemie maggiore
della somma di quelle provocate dagli altri cinque prodotti alimentari.
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Una delle più vaste epidemie mai registrata si è verificata tra giugno e luglio 2000 nel
Kansai District, in Giappone7: 13.420 vittime causate da latte scremato in polvere prodotto
da una sola azienda; l’agente eziologico è stato individuato in un ceppo di S. aureus produt-
tore di SE. Nell’83,4% delle vittime intervistate i sintomi sono comparsi entro 6 ore, con un
picco a 3-4 ore. Il 73,3% delle vittime ha riportato vomito e il 75,9% diarrea. Un prodotto a
base di latte scremato conteneva ≤ 0,38 μg/mL di SEA; il latte scremato in polvere ne conte-
neva circa 3,7 ng/g7. È stato stimato che la quantità media di SEA ingerita per ciascun indi-
viduo sia stata di 20-100 ng.

Negli anni 1981-1995, in Corea, si sono verificate 64 epidemie (con 2.430 casi) d’intos-
sicazione alimentare da stafilococco, che rappresentavano il 16,5% delle epidemie alimen-
tari registrate nello stesso periodo65. Negli stessi anni, in Giappone, il 9,9% di tutti i casi di
origine alimentare e il 15,9% delle epidemie sono stati di origine stafilococcica65. Tra il 1980
e il 1999 in Giappone si sono registrate 2.525 epidemie di intossicazione stafilococcica da
alimenti, con 59.964 casi e 3 decessi94 (tabella 23.8). Riso, arancini di riso e tofu erano tra i
principali alimenti coinvolti; le enterotossine più frequenti SEA e la combinazione SEA-
SEB. Alcune altre epidemie stafilococciche di origine alimentare sono citate nel capitolo 20.

Come osservato nel capitolo 22, un problema è rappresentato dal fatto che troppo spesso
le piccole epidemie e i casi domestici non vengono denunciati alle autorità sanitarie. Un’ele-
vata percentuale di tutti i casi riportati è rappresentata da quelli che si verificano in banchet-
ti che coinvolgono generalmente numerose persone. Un’epidemia inusuale è stata causata da
SEA e SED e ricondotta a funghi spontanei sott’aceto68: il prodotto conteneva 10 ng di SEA
e 1 ng di SEB per grammo.
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Tabella 23.8 Alimenti più frequentemente coinvolti nelle epidemie
gastroenteriche da stafilococco registrate negli Stati Uniti (1973-1987)

Alimenti Numero di epidemie

Carne suina 96
Prodotti da forno 26
Carne bovina 22
Carne di tacchino 20
Carne di pollo 14
Uova 9

(Da Bean e Griffin10)

Tabella 23.7 Epidemie e casi di gastroenterite stafilococcica di origine
alimentare registrati negli Stati Uniti (1973-1987)

Anni Epidemie Casi % di tutti i casi

1973–1987 367 17.248 14,0
1983 14 1.257 15,9
1984 11 1.153 14,1
1985 14 421 1,8
1986 7 250 4,3
1987 1 100 1,0

(Dati da Bean e Griffin10)



23.9  Ecologia della crescita di S. aureus

In linea generale, gli stafilococchi non competono bene con la normale microflora indigena
della maggior parte degli alimenti; tale fenomeno si osserva in particolare per gli alimenti
che contengono un numero elevato di batteri lattici e le cui condizioni consentono lo svilup-
po di questi ultimi (vedi capitolo 13). L’incapacità competitiva di S. aureus è stata dimostra-
ta da numerosi ricercatori, su alimenti sia freschi sia surgelati. Alle temperature favorevoli
per lo sviluppo degli stafilococchi, la normale microflora saprofitica dell’alimento garanti-
sce protezione contro la crescita di questi patogeni per antagonismo, competizione per i
nutrienti e modificazione delle condizioni ambientali, che diventano meno favorevoli per S.
aureus. Tra i batteri noti per l’attività antagonista nei confronti di S. aureus vi sono Acine-
tobacter, Aeromonas, Bacillus, Pseudomonas, S. epidermidis, enterobatteriacee, lattobacil-
lacee ed enterococchi75. È stato dimostrato che SEA è in grado di resistere a una varietà di
stress ambientali, ma la crescita di diversi batteri lattici ne determina la riduzione, suggeren-
do che la riduzione della tossina possa risultare da specifici enzimi o da altri metaboliti dei
batteri lattici24.

23.10  Prevenzione delle intossicazioni alimentari
di origine stafilococcica e di altra natura

Quando gli alimenti suscettibili vengono prodotti mantenendo basso il numero di stafilococ-
chi, rimarranno privi di enterotossine e di altri pericoli responsabili di intossicazione ali-
mentare se vengono conservati – fino al momento del consumo – a temperature non supe-
riori a 4,4 °C (40 °F) oppure non inferiori a 60 °C (140 °F). Esaminando oltre 700 epidemie
di origine alimentare registrate tra il 1961 e il 1972, con particolare riguardo alle cause che
avevano contribuito alla loro insorgenza, Bryan19 ha identificato 16 fattori; i 5 più comune-
mente implicati erano:

1. refrigerazione non adeguata;
2. preparazione degli alimenti con troppo anticipo rispetto al momento previsto per la som-

ministrazione;
3. scarse igiene personale di operatori infetti;
4. cottura o trattamento termico inadeguati;
5. mantenimento dei cibi in caldo a temperature favorevoli per la crescita batterica.
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Tabella 23.9 Principali fattori responsabili delle epidemie di gastroenterite
stafilococcica di origine alimentare negli Stati Uniti (1973-1987)

Cause Numero di epidemie

Temperature di mantenimento inadeguate 98
Scarsa igiene personale 71
Attrezzature contaminate 43
Cottura insufficiente 22
Alimenti da fonti non sicure 12
Altre 24

(Da Bean e Griffin10)



La refrigerazione inadeguata comprende il 25,5% dei fattori scatenanti; i fattori elencati
hanno contribuito al 68% delle epidemie. La tabella 23.9 riporta le cause riconosciute come
predominanti nel periodo 1973-1987; va osservato che i fattori prevalenti negli anni 1961-1972
hanno continuato a esserlo negli anni successivi. Gli alimenti suscettibili non devono essere
tenuti a temperature comprese nel range di crescita degli stafilococchi per più di 3-4 ore.
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Almeno tre bastoncini sporigeni Gram-positivi sono noti come causa di intossicazione ali-
mentare: Clostridium perfringens (welchii), C. botulinum e Bacillus cereus. L’incidenza
delle intossicazioni alimentari causate da ognuno di questi microrganismi è associata al con-
sumo di specifici alimenti, come avviene per le intossicazioni alimentari in genere.

24.1  Intossicazione alimentare da Clostridium perfringens

L’agente eziologico di questa sindrome è un bastoncino Gram-positivo, anaerobio e spori-
geno, ampiamente diffuso in natura. Se ne riconoscono tre tipologie, sulla base della capa-
cità di produrre particolari enterotossine: A, B, C, D ed E. I ceppi responsabili di intossica-
zione alimentare appartengono al tipo A, come pure i classici ceppi che causano gangrena
gassosa ma, a differenza di questi ultimi, sono generalmente termoresistenti e producono
solo tracce di alfa tossina. Alcuni ceppi di tipo C producono enterotossina e possono causa-
re una sindrome da intossicazione alimentare. I ceppi classici che causano intossicazione ali-
mentare si distinguono da quelli di tipo C in quanto non producono beta tossina. Questi ulti-
mi, che sono stati isolati da tessuto intestinale necrotico (enterite necrotizzante), sono con-
frontati nella tabella 24.1 con i ceppi termolabili e termostabili di tipo A. I ceppi termoresi-
stenti di tipo A producono theta tossina, la perfringolisina O (PLO), un’emolisina attivata da
tioli, simile alla listeriolisina O (LLO) prodotta da Listeria monocytogenes (discussa nel
capitolo 25). Analogamente a LLO, anche PLO ha un peso molecolare di 60 kDa ed è stata
sequenziata e clonata.

Sebbene C. perfringens sia stato associato alla gastroenterite sin dal 1895, la prima chia-
ra dimostrazione del suo ruolo eziologico nelle intossicazioni alimentari si deve a McClung79,

Capitolo 24

Intossicazioni alimentari
da batteri sporigeni Gram-positivi

Tabella 24.1 Tossine prodotte da Clostridium welchii (C. perfringens) di tipo A e C

Tossine

Clostridium welchii α β γ δ ε ϑ ι κ λ μ ν
Tipo A termosensibile +++ – – – – ++ – ++ – +/– +

Tipo A termoresistente ±/tr – – – – – – +/– – +++/– –

Tipo C termoresistente + + + – – – – – – – +

(Da B.C. Hobbes, 1962, Bacterial Food Poisoning. Royal Society of Health)
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che studiò quattro epidemie nelle quali l’alimento incriminato era il pollo. Hobbs e colle-
ghi50, in Gran Bretagna, fornirono la prima documentazione dettagliata delle caratteristiche
di questa intossicazione alimentare. Sebbene i ricercatori britannici fossero maggiormente
consapevoli del ruolo di questo organismo nelle intossicazioni alimentari durante gli anni
Quaranta e Cinquanta, pochi casi furono registrati negli Stati Uniti prima del 1960. Oggi è
evidente che l’intossicazione alimentare da C. perfringens è largamente diffusa negli Stati
Uniti e in molti altri Paesi.

24.1.1  Diffusione di C. perfringens

I ceppi di C. perfringens responsabili di intossicazione alimentare sono presenti in terreno,
acqua, alimenti, polvere, spezie e tratto intestinale umano e di altri animali. Diversi ricercato-
ri hanno riportato un’incidenza dei ceppi termoresistenti e non-emolitici nella popolazione
generale variabile tra il 2 e il 6%. La condizione di portatore sano, con eliminazione del
microrganismo attraverso le feci, è stata riscontrata nel 20-30% del personale ospedaliero sano
e dei loro familiari; tra i soggetti colpiti, la percentuale di portatori dopo 2 settimane dalla
malattia può essere del 50% e arrivare anche all’88%26. I tipi termosensibili sono comunemen-
te presenti nel tratto intestinale dell’uomo. C. perfringens giunge nelle carni direttamente
dagli animali da macello o per successiva contaminazione delle carni macellate da parte di
operatori, attrezzature o polvere. Trattandosi di uno sporigeno, può tollerare condizioni
ambientali avverse, quali disidratazione, riscaldamento e presenza di alcuni composti tossici.

24.1.2  Caratteristiche del microrganismo

Se incubati in condizioni anaerobiche o in condizioni sufficientemente riducenti, i ceppi
responsabili di intossicazione alimentare, come la maggior parte degli altri ceppi di C. per-
fringens, crescono bene su una varietà di terreni. Ceppi di C. perfringens isolati da carne di
cavallo crescevano, senza manifestare un aumento della fase lag, con un potenziale di ossi-
do-riduzione (Eh) pari o inferiore a – 45, mentre valori più positivi di Eh determinavano un
allungamento della fase lag12. Sebbene non sia difficile ottenere lo sviluppo di questi micror-
ganismi su mezzi diversi, la sporulazione si verifica con difficoltà e richiede l’utilizzo di ter-
reni particolari, come quelli descritti da Duncan e Strong27, o l’impiego di tecniche partico-
lari, come le sacche per dialisi. 

C. perfringens è un mesofilo con un optimum termico compreso tra 37 e 45 °C. La tem-
peratura minima di crescita è intorno a 20 °C e quella massima è di circa 50 °C. Per sei ceppi
la crescita ottimale in tioglicolato è stata osservata tra 30 e 40 °C, mentre in terreno di Ellner
la temperatura ottimale per la sporulazione era compresa tra 37 e 40 °C 98. La crescita a
45 °C, e in condizioni ottimali relativamente agli altri fattori, avviene con un tempo di gene-
razione di 7 minuti. Per quanto riguarda il pH, molti ceppi crescono nel range 5,5-8,0, ma
generalmente non a valori inferiori o superiori. I valori più bassi di attività dell’acqua (aw)
riportati per la crescita e la germinazione delle spore sono compresi tra 0,97 e 0,95, in pre-
senza di saccarosio o NaCl, e circa 0,93 con glicerolo, utilizzando un fluid thioglycolate
medium57. La produzione di spore sembra richiedere valori di aw più elevati. Labbe e Dun-
can65 hanno dimostrato lo sviluppo del tipo A a pH 5,5, ma non hanno osservato né sporula-
zione né produzione di tossina. Sembra che pH 8,5 sia il valore massimo per la crescita. C.
perfringens non è un anarobio stretto come alcuni altri clostridi: la sua crescita è stata osser-
vata a un Eh iniziale di +320 mV 92. Per la crescita, sono essenziali almeno 13 amminoacidi,
insieme a biotina, pantotenato, piridossale, adenina e altri composti correlati. Si tratta di un
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microrganismo eterofermentante, in grado di utilizzare un gran numero di carboidrati. La sua
crescita viene inibita da una concentrazione di NaCl del 5% circa.

Le endospore dei ceppi responsabili di tossinfezione alimentare si differenziano per la
loro termoresistenza, che in alcuni casi è quella tipica di altri sporigeni mesofili e in altri è
molto elevata. Sono stati riportati valori di D100°C pari a 0,31 per C. perfringens (ATCC 3624)
e a 17,6 per il ceppo NCTC 8238123. Per otto ceppi che determinavano reazioni nei conigli i
valori di D100°C variavano da 0,70 a 38,37, mentre i ceppi che non provocavano reazioni
erano più termosensibili115. Le differenze di sensibilità termica tra i ceppi di C. perfringens
sono associate al gene cpe. Per 13 isolati da carne, pollame e pesce, nei quali il gene cpe è
cromosomiale, i valori di D100°C erano compresi tra 43 e 170, mentre per un ceppo non-epi-
demico con localizzazione plasmidica del cpe, il valore era pari a 3124. Questi autori hanno
evidenziato che i ceppi epidemici possiedono tipicamente un D100°C > 40, mentre nei ceppi
non-epidemici tale valore è tipicamente <2. 

Diversi gruppi di ricercatori hanno studiato la distruzione termica delle cellule vegetative
di C. perfringens in riferimento alla modalità di cottura di tagli di carne immersi in acqua per
tempi lunghi a bassa temperatura (LTLT). Per il ceppo ATCC 13124, fatto sviluppare su carne
di manzo macinata e autoclavata, D56,8°C era pari a 48,3 minuti, essenzialmente analogo ai
valori D56,8°C o D47,9°C per la fosfolipasi C 32. Utilizzando il ceppo NCTC 8798, sviluppato in
carne bovina macinata autoclavata, i valori di D59°C per le cellule aumentavano al crescere
delle temperature di sviluppo: 3,1 minuti a 37 °C; 7,9 a 45 °C; 10,6 a 49 °C 99. Sebbene le
ampie differenze di termoresistenza osservate tra i due ceppi possano in parte essere dovute
a loro caratteristiche intrinseche, è possibile che abbia un ruolo anche il contenuto di grassi
del liquido di cottura. La cottura di arrosti di manzo racchiusi in sacchetti di plastica a bagno-
maria a 60-61 °C, mantenendo il prodotto a una temperatura interna di 60 °C per almeno 12
minuti, determinava l’eliminazione delle salmonelle e riduceva di circa 3 unità logaritmiche
la popolazione di C. perfringens. Per ottenere una riduzione della popolazione microbica di
12 unità logaritmiche in tagli di arrosto di 1,5 kg, era necessario mantenere la temperatura di
60 °C per almeno 2-3 ore104. La distruzione termica dell’enterotossina di C. perfringens in
tampone e in sugo di carne a 61 °C ha richiesto, rispettivamente, 25,4 e 23,8 minuti15.

Le ampie variazioni di termoresistenza registrate per C. perfringens non sono state osser-
vate in C. botulinum, specialmente di tipo A e B. Quest’ultima specie è meno frequente nel
tratto intestinale umano rispetto ai ceppi di C. perfringens. Del resto, da un microrganismo
diffuso in ambienti tanto diversi è logico attendersi differenze così ampie tra i ceppi. Un altro
fattore importante per la resistenza termica delle spore batteriche è l’ambiente chimico.
Alderton e Snell4 sottolinearono come la resistenza termica delle spore fosse una proprietà
ampiamente inducibile e chimicamente reversibile tra uno stato sensibile e uno resistente.
Sulla base di tale ipotesi, è stato dimostrato che le spore possono essere rese più resistenti al
calore trattandole con soluzioni di acetato di calcio, per esempio 0,1 e 0,5 M a pH 8,5 per
140 ore a 50 °C. La termoresistenza delle endospore può essere aumentata da 5 a 10 volte
con tale metodo3. Dall’altra parte, è possibile ridurre la resistenza termica mantenendo le
spore in HCl 0,1 N, a 25 °C per 16 ore, oppure esponendo le endospore alle naturali condi-
zioni acide di alcuni alimenti. È verosimile che l’elevata variabilità in termini di termoresi-
stenza delle spore di C. perfringens possa essere un risultato più o meno diretto della storia
recente del loro ambiente.

Strong e Canada113 studiarono la sopravvivenza al congelamento di C. perfringens in
brodo di gallina e osservarono che solo il 4% circa delle cellule sopravviveva al congelamen-
to a –18 °C per 180 giorni. Le spore disidratate, invece, mostravano un tasso di sopravviven-
za del 40% circa dopo 90 giorni, ma solo dell’11% dopo 180 giorni. 
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Per gli studi epidemiologici è stata utilizzata la sierotipizzazione, ma – a causa dell’ele-
vato numero di serovar – sembra non esservi una relazione consistente tra epidemie e deter-
minate serovar. È stata ottenuta la tipizzazione delle batteriocine di tipo A: tutti i 90 ceppi
coinvolti in epidemie alimentari sono risultati tipizzabili con un set di otto batteriocine;
l’85,6% consisteva di batteriocine di tipo 1-6101.

24.1.3  Enterotossina

Il fattore causale della tossinfezione da C. perfringens è un’enterotossina. Essa è inusuale in
quanto si tratta di una proteina spora-specifica; la sua produzione ha luogo contemporanea-
mente alla sporulazione. Tutti i casi noti di tossinfezione alimentare da C. perfringens sono
causati da ceppi di tipo A. Una malattia non correlata, l’enterite necrotizzante, è causata da
una beta tossina prodotta da ceppi di tipo C ed è raramente segnalata al di fuori della Papua-
Nuova Guinea. Sebbene l’enterite necrotizzante dovuta al tipo C sia stata associata a una
mortalità del 35-40%, la gastroenterite alimentare causata da ceppi di tipo A è risultata fata-
le solo per persone anziane o individui debilitati. È stato dimostrato che alcuni ceppi di tipo
C producono un’enterotossina, ma il suo ruolo nella malattia non è chiaro. 

L’enterotossina dei ceppi di tipo A fu dimostrata da Duncan e Strong28. Nella forma puri-
ficata essa ha un peso molecolare di 35 000 dalton e un punto isoelettrico di 4,347; è sensibi-
le al calore (l’attività biologica viene distrutta a 60 °C per 10 minuti) e alla pronasi, ma è
resistente a tripsina, chimotripsina e papaina112. La tossina è prodotta anche da forme L di C.
perfringens; uno studio ha dimostrato che ne producono quantità paragonabili a quelle sin-
tetizzate dalle forme classiche77.

L’enterotossina viene sintetizzata da cellule sporulanti negli ultimi stadi della sporulazio-
ne; la produzione raggiunge un picco subito prima della lisi dello sporangio della cellula e
l’enterotossina viene rilasciata assieme alle spore. Le condizioni che favoriscono la sporula-
zione favoriscono anche la produzione di enterotossina: ciò è stato dimostrato con raffino-
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Figura 24.1 Cinetiche di sporulazione e di formazione di enterotossina in Clostridium perfringens
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sio67, caffeina e teobromina66; questi ultimi due composti aumentavano la concentrazione di
enterotossina da livelli non quantificabili a 450 μg/mL di proteina estratta dalla cellula. Que-
sta enterotossina è risultata simile alle proteine strutturali covalentemente associate al rive-
stimento delle spore. Le cellule sporulano liberamente nel tratto intestinale e in una grande
varietà di alimenti. Nei mezzi colturali l’enterotossina è normalmente prodotta solo quando
è possibile la formazione di endospore (figura 24.1), ma è noto che anche che le cellule vege-
tative producono bassi livelli di enterotossina41,42. Come si è visto, un singolo gene, cpe, è
responsabile per la produzione di enterotossina ; nei ceppi tossinfettivi di tipo A questo gene
è localizzato su un cromosoma, mentre nei ceppi che non causano tossinfezioni alimentari si
trova su un plasmide73,124. 

L’enterotossina può comparire in un terreno di crescita e di sporulazione dopo circa 3 ore
dall’inoculo di cellule vegetative25; per tre ceppi di C. perfringens, in terreno Duncan-Strong
(DS), dopo 24-36 ore sono stati riscontrati livelli di enterotossina compresi tra 1 e 100
μg/mL. È stato suggerito che in alcuni prodotti alimentari possa essere presente enterotossi-
na preformata, che contribuirebbe, in rari casi, all’insorgenza precoce dei sintomi. L’entero-
tossina purificata contiene fino a 3500 dosi letali (LD) per il topo/mg di N; può essere rile-
vata nelle feci delle vittime: ne sono stati ritrovati 13-16 μg/g di feci in un caso e 3-4 μg/g
in un caso meno severo102.

Modalità d’azione
A differenza delle enterotossine stafilococciche (vedi p. 593), l’enterotossina di C. perfrin-
gens (CPE) non è un superantigene 63. La proteina CPE contiene 319 amminoacidi; si lega alla
claudina e/o a un recettore di 50 kDa della membrana eucariotica, con formazione nelle mem-
brane della cellula ospite di un complesso di 90 kDa contenente la CPE. Un complesso più
grande, >160 kDa, che si forma per addizione di proteine di membrana della cellula ospite,
determina infine alterazione della permeabilità di membrana e morte delle cellule ospite60.

24.1.4  Alimenti coinvolti e sintomatologia

I sintomi compaiono dopo 6-24 ore, specialmente dopo 8-12 ore, dall’ingestione di alimenti
contaminati. Sono caratterizzati da dolore addominale acuto e diarrea; nausea, febbre e vomi-
to sono rari. Tranne che nelle persone anziane o debilitate, la malattia ha un decorso breve e
si risolve in un giorno o meno. La mortalità è piuttosto bassa; sembra che non si sviluppi
immunità, sebbene in alcune persone colpite dalla sindrome siano stati rilevati in circolo anti-
corpi specifici per la tossina. 

La reale incidenza della gastroenterite da C. perfringens è sconosciuta. A causa del carat-
tere relativamente lieve della malattia, è assai probabile che solo i focolai che coinvolgono
gruppi di persone vengano segnalati e registrati. La tabella 24.2 riporta le epidemie e il
numero di casi confermati segnalati al CDC nel periodo 1983-1987. Si può osservare che,
per ciascuna epidemia, il numero medio di casi è inferiore a 100.

Gli alimenti coinvolti nelle epidemie di C. perfringens sono spesso pietanze di carne pre-
parate il giorno prima del consumo. Il trattamento termico di questi alimenti è presumibil-
mente inadeguato per distruggere le endospore termoresistenti, e quando il cibo viene raf-
freddato e nuovamente riscaldato, le endospore germinano e si sviluppano. I piatti a base di
carne sono la causa più frequente dell’insorgenza della sindrome, ma alimenti diversi posso-
no essere contaminati da brodo di carne. Il maggior coinvolgimento degli alimenti a base di
carne potrebbe essere dovuto sia alla minore velocità di raffreddamento di questi prodotti sia
alla maggiore incidenza di ceppi tossigeni nelle carni. In 510 diverse tipologie di alimenti
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statunitensi Strong e colleghi114 riscontrarono un’incidenza complessiva media del microrga-
nismo del 6% circa; in particolare, era del 2,7% in alimenti commerciali congelati, del 3,8%
in frutta e verdura, del 5% nelle spezie, dell’1,8% in alimenti preparati in ambito domestico
e del 16,4% in carni crude, pollame e pesce. Hobbs e colleghi50 trovarono endospore termo-
resistenti nel 14-24% dei campioni di carne di vitello, maiale e manzo esaminati, mentre tutti
i 17 campioni di agnello risultarono negativi. In Giappone ceppi enterotossigeni sono stati
isolati da addetti alla lavorazione (6% di 80), ostriche (12% di 41) e acqua (10% di 20 cam-
pioni)100. Più recentemente, negli Stati Uniti, solo l’1,4% circa di isolati cpe-positivi sono
stati isolati in circa 900 alimenti al dettaglio, non responsabili di epidemie124.

Un’epidemia di intossicazione alimentare, nella quale 140 persone si ammalarono, fu cau-
sata da cibo contaminato sia da C. perfringens sia da Salmonella Typhimurium 94. È stato
dimostrato che C. perfringens cresce in un grande varietà di alimenti. Uno studio su alimen-
ti al dettaglio, precotti e congelati, rivelò che la metà era positiva per le cellule vegetative e
che il 15% era contaminato da endospore121. Gli autori di tale ricerca inocularono il micror-
ganismo in prodotti a base di carne, che vennero poi conservati a –29 °C fino a 42 giorni.
Sebbene la sopravvivenza delle spore fosse elevata, le cellule vegetative furono virtualmen-
te eliminate durante il periodo di conservazione. La sopravvivenza di cellule inoculate in
carne di manzo cruda macinata è stata studiata da Goepfert e Kim39, che hanno riscontrato
conte cellulari più basse dopo conservazione a temperature comprese tra 1 e 12,5 °C. La
carne di manzo cruda conteneva una microflora naturale, e il risultato suggerisce che C. per-
fringens non sia in grado di competere in tali condizioni.

24.1.5  Prevenzione

La sindrome gastroenterica provocata da C. perfringens può essere prevenuta prestando la
necessaria attenzione alle principali cause di intossicazione alimentare, di qualsiasi tipo,
riportate nei capitoli precedenti. Poiché tale sindrome si verifica spesso nelle mense istitu-
zionali, è necessario adottare alcune speciali precauzioni. Esaminando un’epidemia di intos-
sicazione alimentare da C. perfringens, che si verificò in una mensa scolastica coinvolgendo
l’80% degli studenti e degli insegnanti, Bryan e colleghi16 costruirono un diagramma tempo-
temperatura nell’intento di determinare quando, dove e come la carne di tacchino fosse dive-
nuta il veicolo dell’infezione (figura 24.2). Risultò che i responsabili erano stati la carne e il
brodo, ma non il condimento. Come strumento per prevenire il verificarsi di tali episodi, gli
autori dello studio proposero un diagramma di flusso a nove fasi per la preparazione di carne
di tacchino e condimenti.
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Tabella 24.2 Epidemie, casi e decessi da
gastroenterite alimentare da C. perfringens
negli Stati Uniti (1983-1987)

Anni Epidemie /Casi /Decessi

1983 5/353/0
1984 8/882/2
1985 6/1016/0
1986 3/202/0
1987 2/290/0

(Da Bean NH, Griffin PM, Goulding JS, Ivey CB, Journal
of Food Protection 1990; 53: 711-728)



1. Cuocere la carne di tacchino fino a quando la temperatura all’interno del petto abbia rag-
giunto almeno 74 °C (165 °F) o, se possibile, temperatura più elevate.

2. Lavare e sanificare accuratamente tutti i contenitori e le attrezzature venuti a contatto con
la carne di tacchino cruda.

3. Lavarsi le mani e utilizzare guanti di plastica monouso durante le operazioni di disossa-
mento e scongelamento e in qualsiasi operazione di manipolazione della carne cotta.

4. Separare la carne di tacchino e il brodo prima del raffreddamento.
5. Raffreddare la carne e il brodo il più velocemente possibile dopo la cottura.
6. Utilizzare contenitori poco profondi per conservare il brodo e il tacchino disossato in fri-

gorifero.
7. Portare il brodo all’ebollizione prima di preparare il sugo o il condimento.
8. Scaldare in forno il condimento finché tutte le porzioni raggiungano almeno 74 °C.
9. Appena prima di servire, scaldare i pezzi di tacchino immersi nel sugo finché le porzioni

più grandi abbiano raggiunto 74 °C.

24.2  Botulismo

A differenza dell’intossicazione da C. perfringens, che richiede l’ingestione di un elevato
numero di cellule vitali, i sintomi del botulismo sono causati dall’ingestione di un’esotossi-
na solubile altamente tossica, prodotta dal microrganismo durante la crescita negli alimenti.

Tra i più antichi riferimenti a ciò che era con tutta probabilità botulismo umano vi è l’or-
dine dell’imperatore bizantino Leone VI (886-912 a.C.), con il quale si proibiva il consumo
di sanguinaccio (intestino suino riempito con sangue e altri ingredienti) per via degli effetti
dannosi sulla salute. Un’epidemia di “avvelenamento da salumi” si verificò nel 1793 a Wil-
dbad Württemberg, in Germania, con 13 casi e 6 morti. Questa fu imputata al consumo di
sanguinaccio; l’intestino ripieno veniva legato, bollito brevemente, affumicato e conservato
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a temperatura ambiente. Nel Württemberg, tra il 1820 e il 1822, Justinius Kerner studiò 230
casi di “avvelenamento da salsicce”; egli osservò che il sanguinaccio non diveniva tossico se
rimanevano delle sacche d’aria nelle interiora e che i prodotti tossici erano sempre stati bol-
liti. Nel 1896, a Ellezelles, 24 membri di un club musicale mangiarono prosciutto crudo sta-
gionato: 23 si ammalarono e 3 morirono. E.P.M. Van Ermengen dell’Università di Ghent stu-
diò il caso: emerse che il prosciutto non era stato né cotto né affumicato e lo stesso micror-
ganismo venne isolato sia dal prosciutto sia dalla milza delle vittime. Van Ermengen chiamò
il microrganismo Bacillus botulinus (dal latino botulus, “salame”). Più tardi si scoprì che il
ceppo era del tipo B.

Il botulismo è causato da alcuni ceppi di C. botulinum, un bastoncino Gram-positivo,
anaerobio, sporigeno con spore da ovali a cilindriche, terminali o subterminali. Sulla base
della specificità sierologica delle loro tossine, se ne riconoscono sette tipi: A, B, C, D, E, F
e G. I tipi A, B, E, F e G provocano disturbi nell’uomo; il tipo C provoca botulismo in pol-
lame, bestiame, visoni e altri animali; il tipo D è associato alle intossicazioni da foraggio del
bestiame, specialmente in Sud Africa. I diversi tipi sono anche differenziati sulla base della
loro attività proteolitica. I tipi A e G sono proteolitici, come pure alcuni ceppi di tipo B e F.
Il tipo E non è proteolitico, come pure alcuni ceppi B ed F (tabella 24.3). L’attività proteoli-
tica del tipo G è più lenta rispetto a quella del tipo A, e la sua tossina richiede il potenzia-
mento da parte della tripsina. Tutti i ceppi che producono la tossina di tipo G si collocano
nella specie C. argentinense116, ritrovata nel terreno in Argentina, Svizzera e Stati Uniti.

Tutti i ceppi produttori di tossine sono stati collocati in uno dei quattro gruppi I, II, III o
IV. Il gruppo I comprende i ceppi proteolitici, il II i non proteolitici e il gruppo IV il tipo sie-
rologico G. Il gruppo III è composto dai tipi C e D. È interessante osservare che due tossine
botuliniche sono state riscontrate in specie diverse da C. botulinum. La tossina di tipo F è
prodotta da Clostridium baratii45; una neurotossina simile antigenicamente a quella di tipo
E, ma non identica, viene elaborata da Clostridium butyricum80. In quest’ultimo caso, il gene
della tossina era trasferito da C. butyricum tossigeno a C. botulinum riceventi non tossigeni,
simili al tipo E, per trasduzione di un batteriofago “difettoso” reso infettivo da un ceppo hel-
per129. Il gene per la tossina di tipo E è cromosomico in entrambe le specie. Si può solo ipo-
tizzare che C. baratii abbia acquisito la tossina con un meccanismo analogo. La tossina pro-
dotta da C. baratii ha un peso molecolare di circa 140 kDa36. È stato osservato che ceppi di
C. butyricum producono la tossina di tipo E a pH 4,8 per un periodo di 43-44 giorni 9; in
mascarpone e pesto la temperatura minima di crescita era 12 °C e a tale temperatura la tos-
sina poteva essere rilevata dopo 15 giorni, mentre a 25 °C compariva dopo 5 giorni 9.

24.2.1  Distribuzione di C. botulinum

Il microrganismo è naturalmente presente nei terreni e nelle acque. Il tipo A si riscontra con
maggiore frequenza nel terreno negli Stati Uniti occidentali, mentre negli Stati orientali e in
Europa ricorre più spesso il tipo B. Campioni di terreno e concimi organici provenienti da
diversi Paesi contenevano il 18% di spore di tipo A e il 7% di tipo B. I campioni di suolo col-
tivato esaminati contenevano nel 7% dei casi endospore di tipo A e nel 6% endospore di tipo
B. Le spore di tipo E tendono a essere confinate nelle acque, specie quelle marine. In uno
studio su campioni di fango provenienti dal porto di Copenhagen, Pederson93 rilevò spore di
tipo E nell’84% dei campioni, mentre il microrganismo era presente nel 26% dei campioni
di terreno prelevati da un parco cittadino. Su 684 campioni ambientali provenienti da Dani-
marca, Isole Faroe, Islanda, Groenladia e Bangladesh, il 90% dei campioni acquatici danesi
e l’86% di quelli marini prelevati in Groenlandia contenevano il tipo E52. A differenza del
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tipo B, il tipo E non venne ritrovato nei terreni e nelle foreste danesi. Sulla base di questi
risultati, Huss52 ha suggerito che il tipo E sia un microrganismo strettamente acquatico, che
prolifera in animali acquatici morti e in sedimenti e viene diffuso dalle correnti d’acqua e dai
pesci migratori. Era noto da tempo che le spore di tipo E erano presenti nelle acque al largo
delle coste del Giappone settentrionale. Prima del 1960 l’esistenza di questo microrganismo
nelle acque dei Grandi Laghi e del Golfo del Messico era sconosciuta, ma successivamente
la loro presenza è stata ben documentata in queste acque, come pure nel Golfo del Maine e
nei golfi di Venezuela e Darien. Il 10% dei campioni di suolo esaminati in Russia sono stati
trovati positivi per C. botulinum, con prevalenza dei ceppi di tipo E. In uno studio su 333
campioni di materiali diversi provenienti da allevamenti finlandesi di trote, il tipo E è stato
ritrovato nel 95% dei campioni prelevati in 21 allevamenti, nel 68% dei campioni di sedi-
mento, nel 15% dei campioni di interiora dei pesci e nel 5% dei campioni cutanei dei pesci 48.
I tipi A, B o F erano assenti. Secondo gli autori di questa ricerca, il Mar Baltico presenta il
livello più elevato al mondo di contaminazione da tipo E.

Per quanto riguarda l’incidenza complessiva di C. botulinum nei terreni, il numero di cel-
lule per grammo sarebbe inferiore a 1. I tipi non proteolitici, identificati tra il 1960 e il 1969
(tabella 24.3), sono associati più alle acque che al suolo. Il riconoscimento tardivo dei non
proteolitici è forse una conseguenza della loro bassa resistenza termica, a causa della quale
sarebbero stati distrutti trattando i campioni termicamente, secondo la consueta procedura
utilizzata per il ritrovamento delle spore.

I primi ceppi di tipo F furono isolati da Moller e Scheibel 86 da un pasta di fegato prepa-
rata in casa e sospettata di essere la causa di un’epidemia di botulismo che provocò un morto
sull’isola danese di Langeland. Da allora, Craig e Pilcher20 hanno isolato spore di tipo F da
salmone pescato nel Columbia River; Eklund e Poysky29 hanno trovato spore di tipo F in
sedimenti marini prelevati dalle coste dell’Oregon e della California; Williams-Walls127 ha
isolato due ceppi proteolitici da granchi raccolti nello York River in Virginia; Midura e col-
leghi82 hanno isolato il microrganismo in California in carne di cervo essiccata.

Un ceppo di tipo G fu isolato per la prima volta nel 1969 da campioni di suolo in Argen-
tina37; successivamente fu isolato in Svizzera durante l’autopsia di cinque persone il cui
decesso non era riconducibile al consumo di alimenti109. Questo tipo non è stato mai ricono-
sciuto come responsabile di epidemie d’origine alimentare, probabilmente perché produce
una quantità di neurotossina molto inferiore rispetto al tipo A. È stato dimostrato che il tipo
G produceva 40 LD50 di tossina/mL negli stessi terreni in cui il tipo A ne produceva normal-
mente da 10.000 a 1.000.000, ma che in particolari condizioni era in grado di produrre fino
a 90.000 LD50/mL di substrato19. Per una rassegna sulla frequenza di ritrovamento delle
spore di C. botulinum in campioni ambientali, si veda il riferimento bibliografico 10. 

24.2.2  Crescita dei ceppi di C. botulinum

Alcune caratteristiche della crescita, ma non solo, dei ceppi che causano botulismo nell’uo-
mo sono sintetizzate in tabella 24.3. La discussione che segue mette in luce le differenze tra
ceppi proteolitici e non proteolitici, indipendentemente dal tipo sierologico. I ceppi proteo-
litici, a differenza di quelli non proteolitici, digeriscono la caseina e producono H2S; i secon-
di, dall’altra parte, fermentano il mannosio, che i proteolitici non sono in grado di utilizza-
re. È stato dimostrato, mediante prove di agglutinazione, che i proteolitici e i non proteoliti-
ci formano gruppi distinti in relazione agli antigeni somatici108. L’assorbimento di antisiero
da parte di un membro qualsiasi di un gruppo rimuove gli anticorpi da tutti e tre gli apparte-
nenti a quel gruppo.
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Le esigenze nutrizionali di questi microrganismi sono complesse: essi richiedono ammi-
noacidi, vitamine del gruppo B e minerali. Sono stati messi a punto terreni sintetici che favo-
riscono la crescita e la produzione di tossina della maggior parte dei tipi. In genere la pre-
senza di carboidrati favorisce la crescita dei ceppi non proteolitici, ma non quella dei proteo-
litici; i primi, inoltre, tendono a essere più fermentativi dei proteolitici.

I ceppi proteolitici di norma non crescono a temperature inferiori a 12,5 °C, sebbene in
alcuni studi sia stata rilevata crescita a 10 °C. Il valore massimo di temperatura per lo svilup-
po del tipo A e del tipo proteolitico B, e probabilmente degli altri tipi proteolitici, è circa
50 °C. D’altra parte, i ceppi non proteolitici possono crescere anche a 3,3 °C, con una tempe-
ratura massima di circa 5 gradi inferiore rispetto ai ceppi proteolitici. Le temperature minima
e massima di sviluppo dipendono dallo stato degli altri parametri di crescita: i valori minimi
e massimi riportati sono da considerarsi validi in condizioni ottimali di pH, aw ecc. In uno
studio sulla temperatura minima per lo sviluppo e la produzione di tossina dei tipi non pro-
teolitici B e F, in brodo e in polpa di granchio, entrambi i tipi crescevano e producevano tos-
sina a 4 °C in brodo, mentre in polpa di granchio la crescita e la produzione di tossina si veri-
ficavano solo a 26 °C e non a temperature pari o inferiori a 12 °C 107. Un ceppo di tipo G cre-
sceva e produceva tossina in brodo e in polpa di granchio a 12 °C, ma non a 8 °C107.

Il valore minimo di pH compatibile con la crescita e la produzione di tossina dei ceppi di
C. botulinum è stato oggetto di molti studi. È generalmente riconosciuto che la crescita non
si verifica a valori di pH pari o inferiori a 4,5 ed è tale fenomeno che determina il livello del
trattamento termico che occorre applicare agli alimenti con pH inferiore (vedi capitolo 17).
A causa della presenza di tossine botuliniche in alcune conserve alimentari molto acide pre-
parate in ambito domestico, quest’area è stato oggetto di recenti studi. In una ricerca non si
osservava crescita dei ceppi di tipo A e B in succo di pomodoro a pH intorno a 4,8, ma ino-
culando il prodotto con Aspergillus gracilis, la tossina veniva prodotta a pH 4,2 in associa-
zione con il micelio90. In un altro studio condotto su succo di pomodoro con un pH iniziale
di 5,8, il pH della superficie inferiore del micelio fungino aumentava fino a 7,0 dopo 9 gior-
ni e fino a 7,8 dopo 19 giorni51. Il succo di pomodoro era stato inoculato con spore botulini-
che di tipo A, una specie di Cladosporium e una di Penicillium. La strato più superficiale (0,5
mL) del prodotto mostrava aumenti di pH compresi tra 5,3 e 6,4 o 7,5 dopo 9 e 19 giorni,
rispettivamente. Un ceppo di tipo B produceva gas dopo 30 giorni, in succo di pomodoro a
pH 5,24, e dopo 6 giorni a pH 5,37. In sistemi alimentari contenenti gamberi interi, puré di
gamberi, puré di pomodoro e puré di pomodoro e gamberi acidificato a pH 4,2 e 4,6 con
acido acetico o citrico, nessuno dei tre ceppi di tipo E inoculati cresceva o produceva tossi-
na a 26 °C dopo 8 settimane96. La crescita e la produzione di tossina di un ceppo di tipo E,
dopo 8 settimane a pH 4,20 e a 26 °C, è stata dimostrata quando si utilizzava acido citrico,
ma non acetico, per regolare il pH del mezzo colturale122. In generale, i valori minimi di pH
sono simili per i ceppi proteolitici e non proteolitici.

Utilizzando sospensioni acquose di proteine di soia inoculate con quattro ceppi di tipo A
e due di tipo B, e poste a incubare a 30 °C, la crescita si verificava a pH 4,2, 4,3 e 4,4103.
L’inoculo era di 5 ×106 spore/mL, ed erano necessarie 4 settimane per poter rilevare la tossi-
na a pH 4,4, regolando il pH con HCl o acido citrico. Utilizzando acidi lattico o acetico erano
necessarie, rispettivamente, 12 e 14 settimane per la produzione di tossina a pH 4,4. Inoculi
di 103-104 spore botuliniche per grammo rappresentano concentrazioni considerevolmente
più elevate di quelle riscontrabili naturalmente negli alimenti (vedi oltre). Il fatto che – con
inoculi ingenti – la crescita possa verificarsi a pH inferiori a 4,5 non invalida, pertanto, la
teoria, comunemente accettata, che questo microrganismo non si sviluppi a valori di pH pari
o inferiori a 4,5 in alimenti crudi con un numero considerevolmente più basso di spore.
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Per quanto riguarda l’interazione di pH, NaCl e temperatura di crescita, uno studio su una
zuppa giapponese di noodle (tsuyu) evidenziò che le spore di tipo A e B non determinavano
la formazione di tossina nelle seguenti condizioni: (1) pH <6,5, 4% NaCl e 20 °C; (2) pH
<5,0, 1% NaCl e 30 °C; (3) pH <5,5, 3% NaCl e 30 °C; (4) pH <6,0, 4% NaCl e 30 °C 55.

Il valore di aw minimo, ormai ben accertato, che consente la crescita e la produzione di tos-
sina dei ceppi di tipo A e di quelli proteolitici B è 0,94. Il valore minimo per il tipo E è circa
0,97. Sebbene i ceppi non siano stati studiati tutti nelle stesse condizioni, è possibile che gli
altri ceppi non proteolitici abbiano un valore minimo simile a quello del tipo E. Il modo in cui
un determinato valore di aw viene ottenuto nei mezzi di coltura, influenza i valori minimi
osservati. Utilizzando glicerolo come umettante, i valori di aw tendono a essere leggermente
più bassi rispetto a quando si usa NaCl o glucosio110. Un livello di sale del 10% circa, o il 50%
di saccarosio, inibiscono la crescita dei tipi A e B; è stato osservato che il 3-5% di sale inibi-
sce la produzione di tossina in pesci (cavedani) affumicati18. In presenza di nitriti, sono suffi-
cienti concentrazioni di sale inferiori (vedi capitolo 13).

Per quanto riguarda la resistenza termica, questa è molto superiore nei ceppi proteolitici
rispetto ai non proteolitici (tabella 24.3). Nonostante i valori riportati in tabella suggerisca-
no che il tipo A è il più resistente, seguito dal tipo proteolitico F e quindi dal proteolitico B,
tali dati dovrebbero essere considerati a titolo puramente esemplificativo, poiché è noto che
il liquido di cottura, la storia dei ceppi e altri fattori possono influenzare la resistenza termi-
ca (capitolo 17). Tutti i valori indicati sono stati determinati in tampone fosfato. Tra i tipi E,
i ceppi Alaska e Beluga sembrano essere i più termoresistenti: in cavedani macinati è stato
riportato un D80°C di 2,1 e 4,322, mentre in polpa di granchio sono stati riscontrati valori di
D82,2 °C di 0,51 e 0,74, rispettivamente, per i ceppi Alaska e Beluga76. Relativamente a cave-
dani affumicati, uno studio ha evidenziato che il riscaldamento fino a una temperatura inter-
na di 180 °C per 30 minuti consentiva di ottenere un prodotto privo di tossine31, mentre in un
altro studio su 858 cavedani appena affumicati e sottoposti allo stesso trattamento termico,
risultavano contaminati il 10 o l’1,2%, per lo più da ceppi di tipo E 91. (La distruzione termi-
ca di endospore batteriche è trattata più approfonditamente nel capitolo 17.)

Relativamente al tipo G, i ceppi argentini e svizzeri producono entrambi due tipi di spore:
termolabili e termostabili. Le prime, che vengono distrutte in 10 minuti a circa 80 °C, rap-
presentano il 99% circa delle spore in una coltura di ceppi svizzeri; nei ceppi argentini solo
1 endospora su 10.000 circa è termoresistente75. D110 °C (230 °F) di due ceppi termoresistenti
in tampone fosfato era 0,45-0,54 minuti, mentre per due ceppi termolabili D82,2 °C (180 °F)
era 1,8-5,9 minuti75. Le spore più termoresistenti di tipo G non sono ancora state propagate.

Ceppi tossigeni di C. butyricum crescevano e producevano tossina a pH 5,2, ma non cre-
scevano a pH 5,088. I ceppi termoresistenti (non tossigeni) crescevano a pH 4,2 ed erano con-
siderevolmente più resistenti al calore dei ceppi non tossici.

A differenza del calore, le radiazioni sembrano avere un effetto simile sulle endospore dei
ceppi proteolitici e non proteolitici, con valori di D di 1,1-2,5 kGy (vedi capitolo 15). Tutta-
via, per un ceppo non proteolitico di tipo F è stato osservato un valore D pari a 1,5 kGy, simi-
le al valore di un ceppo di tipo A, mentre per un ceppo proteolitico di tipo F si è ottenuto un
valore di 1,16 kGy7.

24.2.3  Ecologia della crescita di C. botulinum

È stato dimostrato che questo microrganismo non può crescere e produrre le sue tossine in
competizione con elevate concentrazioni di altre specie microbiche. Gli alimenti contenenti
tossine botuliniche sono generalmente privi di altri tipi di microrganismi a causa dei tratta-
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menti termici cui sono stati sottoposti. In presenza di lieviti, tuttavia, si è visto che C. botu-
linum si sviluppa e produce tossina a pH 4,0. Se da un lato è stato riportato un effetto siner-
gico tra clostridi e batteri lattici, i lattobacilli svolgono un ruolo antagonista nei confronti
della crescita e della produzione di tossina; una prova indiretta di ciò è l’assenza di tossina
botulinica nel latte. Si presume che i lieviti producano fattori di crescita essenziali per lo svi-
luppo dei clostridi a bassi valori di pH, mentre i batteri lattici potrebbero favorirne la cresci-
ta riducendo il valore di Eh o inibirla per “antagonismo lattico” (vedi capitolo 13). In uno
studio, il tipo A veniva inibito da ceppi di C. sporogenes, C. perfringens e B. cereus isolati
dal suolo105. Alcuni ceppi di C. perfringens producevano una sostanza inibente efficace su 11
ceppi di tipo A, su 7 proteolitici e 1 non proteolitico di tipo B, su 5 ceppi di tipo E e su 7 di
tipo F 58. In alcune conserve in scatola con pH inferiore a 4,5 le spore di C. botulinum posso-
no germinare e svilupparsi quando è presente Bacillus coagulans. In uno studio, condotto su
succo di pomodoro a pH 4,5 inoculato con B. coagulans, il pH aumentava fino a 5,07 dopo
6 giorni a 35 °C e fino a 5,40 dopo 21 giorni, rendendo così possibile la crescita di C. botu-
linum6. Kautter e colleghi 58 osservarono che ceppi di tipo E venivano inibiti da altri micror-
ganismi non tossici con caratteristiche biochimiche e morfologiche simili a quelle del tipo E.
Si dimostrò che questi microrganismi sono in grado di inibire i ceppi di tipo E producendo
una sostanza simile a una batteriocina, designata “boticina E”. In uno studio più approfondi-
to, ceppi proteolitici di tipo A, B e F si dimostrarono resistenti alla boticina E sintetizzata da
un ceppo di tipo E non tossico, mentre cellule tossiche di tipo E risultarono suscettibili 5. La
boticina è risultata sporostatica per i tipi non proteolitici B, E e F. 

Uno studio sull’ecologia del tipo F dimostrò che l’assenza di questo ceppo in campioni di
fango durante alcuni periodi dell’anno era associata alla contemporanea presenza nei cam-
pioni di Bacillus licheniformis, che apparentemente inibiva i ceppi di tipo F125.

In una ricerca di composti antimicrobici attivi contro ceppi di C. botulinum, 200 isolati di
Bacillus/Paenibacillus provenienti da alimenti refrigerati a base di vegetali sono stati testa-
ti contro ceppi di tipo A, ceppi proteolitici di tipo B ed E, usando un test per diffusione (well
diffusion assay). Diciannove (9,5%) dei surnatanti colturali testati hanno mostrato attività
antibotulinica, che è risultata maggiore nelle colture di P. polymyxa38. Il fattore inibitorio
compariva nei surnatanti colturali tra la fine della fase log e l’inizio della fase stazionaria
dopo 7-10 giorni di crescita a 10 °C e dopo 2-3 giorni a 20 °C, in condizioni di aerobiosi e
di anaerobiosi. Il fattore di P. polymyxa era un peptide termoresistente con attività inibitoria
verso altri batteri, suggerendo una correlazione con la polimixina.

24.2.4  Criticità degli alimenti sotto vuoto e di prodotti analoghi

La crescita e la produzione di tossina da parte di ceppi di C. botulinum desta particolari pre-
occupazioni negli alimenti sotto vuoto. Con questa tecnica di conservazione, sviluppata in
Francia intorno al 1980, l’alimento crudo viene confezionato in sacchetti a elevata barriera e
cotto sotto vuoto. Le cellule vegetative vengono per la maggior parte, se non completamen-
te, distrutte, ma le spore batteriche sopravvivono. Pertanto un prodotto sotto vuoto contiene
spore batteriche in un ambiente a basso tenore di O2 in cui non vi sono competitori microbi-
ci. In alimenti a bassa acidità, come carni, pollame e prodotti ittici, le spore di C. botulinum
possono germinare, svilupparsi e produrre tossina. Tempo e temperatura di conservazione
sono i due parametri critici che devono essere attentamente controllati per evitare la produ-
zione di composti tossici. 

A differenza dei proteolitici, i ceppi non proteolitici possono crescere nell’intervallo di
temperature di refrigerazione. Una sintesi dei dati pubblicati sull’incidenza delle spore botu-
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liniche in carne e pollame rivela che i valori sono estremamente bassi, ben al di sotto di 1
spora/g (tabella 24.4). Considerando un carico medio di 1 spora per grammo e una tempera-
tura di conservazione costante di 3-5 °C, i prodotti carnei sotto vuoto a bassa acidità dovreb-
bero essere sicuri per almeno 21 giorni. Inoculando filetti di scorfano (MAP) con una misce-
la di 13 ceppi del tipo E, B e F, con concentrazioni pari a 1 spora per campione, non è stata
rilevata tossina dopo 21 giorni a 4 °C 54; analogo risultato è stato ottenuto con omogeneizza-
ti di una specie di dentice (MAP) dopo 21 giorni a 4 °C 71. In carne di maiale inoculata, con-
fezionata in atmosfera modificata (MAP) e conservata a 5 °C, la tossina non poteva essere
rilevata dopo 44 giorni 69. In ogni caso, gli abusi termici riducono i tempi di conservazione
previsti mantenendo i prodotti a basse temperature costanti. Prodotti con barriere aggiunti-
ve, come aw <0,93 o pH <4,6, possono rimanere sicuri per periodi più lunghi anche se doves-
se verificarsi qualche abuso termico. Poiché le spore di Bacillus spp. possono essere più
abbondanti di quelle botuliniche e poiché alcune possono svilupparsi a pH <4,6, non è esclu-
so che queste forme possano germinare, crescere e innalzare il pH durante l’abuso termico.
In fettuccine con pH inziale <4,5, conservate in condizioni di anaerobiosi, la tossina botuli-
nica era rivelabile quando il pH veniva innalzato da crescita microbica53. Sebbene sia ampia-
mente appurato che il pesce contiene più spore botuliniche degli animali terrestri e che, quin-
di, dovrebbe presentare maggiori problemi, uno studio condotto su 1074 campioni di pesce
fresco commercializzato in confezioni sotto vuoto e mantenuto a 12 °C per 12 giorni non ha
evidenziato sviluppo di tossine botuliniche70; ceppi di tipo E inoculati nei controlli si sono
sviluppati, suggerendo che i campioni testati non contenessero spore botuliniche o che la
loro crescita potesse essere stata inibita da altre specie presenti nella microflora.

Diversi gruppi di ricerca hanno sviluppato modelli matematici per predire la probabilità
di crescita microbica e produzione di tossina in alimenti sotto vuoto e MAP. Utilizzando
disegni fattoriali, questi modelli sono progettati per integrare gli effetti individuali e quelli
combinati di parametri quali temperatura, aw, pH, entità dell’inoculo e tempo di conservazio-
ne. In una serie di studi sono state sviluppate equazioni per predire il tempo necessario per
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Tabella 24.4 Incidenza di spore di Clostridium botulinum in prodotti a base di carne e pollame
nell’arco di 14 anni

N.di positivi / C. botulinum

Paese Prodotto Numero testato Tipo (N.) N./g

Regno Unito Pancetta 36/397 A(23) 0,00217
B (13)

Stati Uniti Prosciutto cotto 5/100 A(5) 0,00166
Tacchino affumicato 1/41 B 0,0081
Altri tipi di carne 0/231 – –
Würstel 1/10 B 0,0066
Altre carni 0/80 – –
Carni in scatola 1/73 B 0,0057
“Salsicce” 0/17 – –

Stati Uniti Pollo crudo
e Canada Carne di manzo 1/1078 C 0,0031

e maiale cruda
Canada Carni affettate 0/436 – –

(Da Tompkin120)



la produzione di tossina e la probabilità di tossigenesi di una singola spora in definite condi-
zioni utilizzando patate cotte e confezionate sotto vuoto24. L’ultimo studio ha dimostrato che
la risposta ottenuta con miscele di cinque spore di tipo A o B era lineare, mentre per aw la
risposta aveva un andamento curvilineo. In un’altra serie di studi, utilizzando pesce fresco
conservato in MAP e inoculato con ceppi non proteolitici, il 74,6% della variazione speri-
mentale nel modello finale di regressione lineare multipla era dovuto alla temperatura di con-
servazione, mentre il carico di spore rappresentava solo il 7,4%11. Il tempo più breve per l’in-
sorgenza di tossicità a 20 °C era di 1 giorno, ma a 4 °C erano necessari 18 giorni. Con spore
di tipo E non si osservava crescita in carne tagliata a pezzi conservata a 3 °C per 170 giorni,
mentre in aringhe confezionate sotto vuoto, inoculate con 104 spore di tipo E per grammo,
veniva rilevata tossigenesi dopo 21 giorni a 3,3 °C11. Tra gli altri modelli riportati, uno ha
valutato l’impiego di acido sorbico fino a 2270 ppm in combinazione con alcuni degli altri
parametri menzionati 72.

24.2.5  Natura delle neurotossine botuliniche

Le neurotossine sono formate all’interno del microrganismo e vengono rilasciate in seguito
ad autolisi. In genere sono sintetizzate da cellule in crescita in condizioni ottimali, ma è stata
riportata la produzione di tossina anche da parte di cellule in fase stazionaria. Le neurotos-
sine botuliniche (BoNT) sono le sostanze più velenose conosciute: il tipo A purificato con-
tiene circa 30 milioni/mg di LD50 per il topo. La dose letale minima riportata per il topo è di
0,4-2,5 ng/kg per iniezione intravenosa o intraperitoneale; per l’uomo è stata stimata una
DL50 di circa 1 ng/kg di peso corporeo. La neurotossina di tipo A è stata la prima a essere
purificata da Lamanna e colleghi e da Abrams e colleghi (entrambi i gruppi nel 1946); in
seguito sono state ottenute in forma purificata anche le tossine dei tipi B, E e F.

I geni per la produzione di BoNT A, B, E e F sono cromosomici, mentre quello che codi-
fica per il tipo G risiede in plasmidi128. I ceppi produttori del tipo G sono separati dagli altri
ceppi botulinici, collocandosi nel gruppo IV. Il gene che codifica per la BoNT di tipo B è
stato sequenziato e clonato126.

La BoNT è prodotta come singola catena polipeptidica; un successivo taglio post-tradu-
zionale dà luogo a forma bicatenaria costituita da una catena pesante di 100 kDa e da una
catena leggera di 50 kDa legate da un ponte disolfuro. Si compone di tre domini funzionali:
uno di legame, uno di traslocazione e uno catalitico. Il dominio di legame è stato utilizzato
come immunogeno che garantisce protezione contro dosi critiche di BoNT17. Dopo essersi
legata ai recettori delle cellule nervose, la BoNT viene internalizzata nel neurone mediante
endocitosi, tale fase è seguita dal clivaggio proteolitico di sinaptobrevine (componenti pro-
teici delle vescicole sinaptiche), che blocca il rilascio del neurotrasmettitore17.

È stato riportato che la tossina di tipo A è più letale di quelle di tipo B o E. La tossina di
tipo B è stata associata a una mortalità nei soggetti colpiti molto inferiore rispetto a quella
di tipo A; in alcuni casi provocati da tossina di tipo B vi è stata guarigione anche quando nel
sangue potevano essere dimostrate quantità significative di tossina.

I sintomi del botulismo possono essere prodotti per somministrazione orale o parenterale
delle tossine; queste possono essere assorbite nel torrente ematico attraverso le membrane
mucose del sistema respiratorio, come pure attraverso le pareti dello stomaco e dell’intesti-
no. Le tossine non vengono completamente inattivate dagli enzimi proteolitici gastrici; quel-
le prodotte da ceppi non proteolitici possono anzi essere attivate. I complessi a elevato peso
molecolare o i precursori possiedono maggiore resistenza all’acido e alla pepsina117. In uno
studio, condotto con succo intestinale di ratto in vitro, la tossina veniva rapidamente inatti-
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vata, mentre il suo precursore era resistente. Il precursore era più stabile negli stomaci di
ratti. Sembra che il componente non tossico del precursore (catena pesante) supporti l’attivi-
tà della tossina (catena leggera). Dopo essere state assorbite nel torrente ematico, le tossine
botuliniche entrano nel sistema nervoso periferico. Le tossine di C. botulinum sono rappre-
sentate da sette tossine correlate, la più importante delle quali ha un peso molecolare di circa
150 kDa. La tossina si lega alle membrane terminali dei neuroni presinaptici a livello delle
giunzioni neuromuscolari, dove blocca il rilascio di acetilcolina. Questo meccanismo, che è
alla base dell’uso cosmetico della tossina botulinica, determina paralisi flaccida. A differen-
za della tossina botulinica, quella tetanica blocca un fattore nervoso che permette il rilassa-
mento muscolare, determinando paralisi spastica. A differenza delle enterotossine stafilococ-
ciche e delle tossine termostabili di altri patogeni alimentari, le tossine botuliniche sono ter-
mosensibili e possono essere distrutte in 10 minuti riscaldando a 80 °C (176 °F) o in pochi
minuti a temperatura di ebollizione.

24.2.6  Sindrome botulinica negli adulti: incidenza e alimenti coinvolti 

I sintomi del botulismo possono manifestarsi dopo 12-72 ore dall’ingestione di alimenti con-
tenenti la tossina, ma sono stati riportati periodi di incubazione più lunghi. Il quadro clinico è
caratterizzato inizialmente da nausea, vomito, spossatezza, vertigine e cefalea, seguiti da sec-
chezza della pelle, della bocca e della gola, costipazione, assenza di febbre, paralisi dei
muscoli, visione doppia e, infine, insufficienza respiratoria e morte. Il decorso varia da 1 a 10
o più giorni, a seconda della resistenza individuale e di altri fattori. La mortalità varia tra il 30
e il 65%, con percentuali generalmente più basse nei Paesi europei che negli Stati Uniti. Tutti
i sintomi sono causati dall’esotossina; il trattamento consiste nella somministrazione tempe-
stiva di specifici antisieri. Sebbene si ritenga che l’assorbimento della tossina da alimenti con-
taminati avvenga già a livello della cavità orale, durante la masticazione dei cibi, Lamanna e
colleghi68 osservarono che topi e scimmie erano più suscettibili alle tossine quando sommini-
strate attraverso sondino gastrico. Le tossine botuliniche sono neurotossine e attaccano irre-
versibilmente i nervi; il trattamento tempestivo con antisieri migliora la prognosi. 

Prima del 1963, negli Stati Uniti la maggior parte dei casi di botulismo, nei quali l’ali-
mento responsabile era stato identificato, era riconducibile a conserve vegetali domestiche
ed era causato da tossine di tipo A e B. In circa il 70% dei 640 casi riportati nel periodo 1899-
1967 l’alimento responsabile non è stato identificato; del 30% dei casi in cui l’alimento è
stato identificato il 17,8% era associato a vegetali, il 4,1% a frutta, il 3,6% a pesce, il 2,2%
a condimenti, l’1,4% a carne e pollame e l’1,1% ad altro. Negli Stati Uniti, nel periodo 1977-
1997, il numero più elevato di casi alimentari fu registrato nel 1977 in un ristorante di Pon-
tiac, in Michigan, in seguito al consumo di una salsa piccante a base di peperoncini jalape-
ño conservati in casa; non si verificò alcun decesso e venne identificata la tossina di tipo B.
I casi totali di qualsiasi origine verificatisi negli Stati Uniti raramente superano i 50 all’an-
no; il decennio con il maggior numero di casi è stato il 1930-1939, durante il quale si mani-
festarono 384 casi provocati da alimenti non commerciali. Tra il 1899 e il 1963 nel mondo
furono riportati 1561 casi da alimenti non commerciali, mentre 219 casi vennero ricondotti
a prodotti commerciali tra il 1906 e il 1963, di cui 24 verificatisi nel solo 1963.

Di 404 casi accertati di botulismo di tipo E nel 1963, 304 (75%) si verificarono in Giap-
pone. Nessuna epidemia di botulismo era stata registrata in quel Paese prima del 1951. Nel
periodo compreso tra maggio 1951 e gennaio 1960 furono registrati 166 casi con 58 deces-
si, pari a una mortalità del 35%. La maggior parte di questi casi fu ricondotta a un alimento
preparato in casa chiamato izushi: una conserva di pesce crudo, verdure, riso cotto, riso mal-
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tato (koji) e piccole quantità di sale e aceto. Questa preparazione viene chiusa ermeticamen-
te in un contenitore di legno munito di coperchio e mantenuta per almeno 3 settimane per
consentire la fermentazione lattica. In tale intervallo di tempo il potenziale Eh si abbassa,
permettendo la crescita di anaerobi.

Nel periodo 1899-1973 furono registrate 62 epidemie di botulismo dovute a conserve ali-
mentari prodotte industrialmente74; 41 si verificarono prima del 1930. Tra il 1941 e il 1982,
negli Stati Uniti si sono registrate 7 epidemie associate ad alimenti commerciali confeziona-
ti in contenitori metallici, con 17 vittime e 8 decessi89. Tre di queste epidemie furono ascrit-
te al tipo A, le altre al tipo B. Cinque epidemie furono causate da danni ai contenitori o da
trattamenti termici insufficienti89. I funghi in scatola sono stati ritenuti responsabili di diver-
se epidemie di botulismo. Uno studio condotto nel biennio 1973-1974 rivelò la presenza di
tossina botulinica in 30 scatolette di funghi (in 29 casi si trattava di tossina di tipo B). Altre
11 lattine contenevano spore vitali di C. botulinum, ma non la tossina preformata74. La capa-
cità di funghi commerciali (Agaricus bisporus) di supportare la crescita di spore inoculate di
C. botulinum è stata studiata da Sugiyama e Yang119. Parti diverse dei funghi furono inocu-
late, avvolte con film plastico e poste a incubare; se l’incubazione avveniva a 20 °C, la tos-
sina era rilevata dopo soli 3-4 giorni. Nonostante il film plastico utilizzato per avvolgere i
funghi inoculati permettesse gli scambi gassosi, la respirazione dei funghi freschi consuma-
va l’ossigeno con una velocità maggiore di quella di permeazione attraverso il film. Non fu
invece osservata formazione di tossina nei prodotti incubati a temperature di refrigerazione.

Un’epidemia atipica di 36 casi, con alcuni decessi, si verificò nel 1985 in Canada, Paesi
Bassi e Stati Uniti. L’alimento responsabile venne identificato in aglio spezzettato in olio di
semi di soia confezionato in bottiglie di vetro. Sebbene le istruzioni riportate in etichetta indi-
cassero chiaramente che il prodotto doveva essere conservato a temperatura di refrigerazione,
le bottiglie non aperte furono conservate a temperatura ambiente per 8 mesi. Il prodotto venne
utilizzato per fare pane al burro aromatizzato all’aglio, che a sua volta fu impiegato per la pre-
parazione di sandwich. Furono ritrovate spore del tipo proteolitico B e la tossina era prodot-
ta entro 2 settimane quando ceppi di tipo B, proteolitici e non proteolitici, venivano inocula-
ti nelle bottiglie di aglio spezzettato mantenute a 25 °C111. Mantenendo le bottiglie di aglio
spezzettato a 35 °C, con un inoculo di 1 spora/g, la tossina A era prodotta in 20 giorni, come
pure la tossina di tipo B106. In quest’ultimo studio, bottiglie altamente tossiche avevano aspet-
to e odore accettabile. Un’epidemia del tipo E, con 91 vittime e 20 decessi, si verificò in Egit-
to nel 1991; l’alimento responsabile fu il faseikh, un prodotto preparato con pesce crudo non
eviscerato e salato84. Nel 1994, a El Paso, in Texas, si registrò un’epidemia con 30 vittime:
tutte avevano consumato una salsa a base di patate e una a base di melenzane, entrambe con-
tenenti patate al forno. Le patate al forno erano state avvolte in un foglio di alluminio e man-
tenute a temperatura ambiente per diversi giorni, diventando tossiche8. Sebbene non frequen-
te, in altri casi la tossina botulinica era già stata rilevata in patate cotte al forno.

Tra le epidemie registrate di botulismo dovute al tipo F, una fu causata da paté di fegato
preparato in casa (cinque persone colpite con un decesso); l’unica epidemia statunitense pro-
vocata da questo tipo si verificò nel 1966: coinvolse tre persone e fu dovuta al consumo di
carne di cervo essiccata82.

Il maggior rischio di botulismo è associato ad alimenti preparati in casa e a conserve
domestiche manipolate in maniera impropria o sottoposte a un trattamento termico non suf-
ficiente per distruggere le spore botuliniche. Questi alimenti vengono spesso consumati
senza riscaldamento o cottura. La migliore misura preventiva è portare gli alimenti sospetti
a temperatura di ebollizione per alcuni minuti: tale trattamento è sufficiente per inattivare le
neurotossine eventualmente presenti.
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24.2.7  Botulismo infantile

Riconosciuto per la prima volta in California nel 1976, il botulismo infantile è stato in segui-
to confermato nella maggior parte degli Stati uniti e in molti altri paesi. La forma adulta di
botulismo è causata dall’ingestione di tossine preformate, mentre quella infantile dall’inge-
stione di spore botuliniche vitali, la cui germinazione nel tratto intestinale è accompagnata
dalla sintesi di tossina. Sebbene sia possibile, in condizioni particolari, che in alcuni adulti
le endospore botuliniche germinino e producano piccole quantità di tossina, la colonizzazio-
ne del tratto intestinale non favorisce la germinazione delle spore. In genere i bambini di
oltre un anno di età non sono colpiti da questa sindrome, poiché in essi si è già sviluppata
una microflora intestinale più normale. In alcuni casi le manifestazioni sono lievi, in altri
possono essere molto severe. La concentrazione intestinale di spore è molto elevata nella
fase acuta e si riduce man mano che la malattia progredisce verso la guarigione.

Questa sindrome viene diagnosticata dimostrando la presenza di tossine botuliniche nelle
feci dei bambini e utilizzando il test di letalità sul topo. Poiché Clostridium difficile produ-
ce tossine letali per il topo nel tratto intestinale dei neonati, è necessario differenziare que-
ste tossine da quelle di C. botulinum35. 

Per i bambini la fonte delle spore vitali è rappresentata da alcuni alimenti e, probabilmen-
te, dall’ambiente che li circonda. Gli alimenti che possono veicolare la malattia sono quelli
non sottoposti a trattamenti termici in grado di distruggere le endospore; i prodotti più fre-
quentemente coinvolti sono sciroppi e miele. Su 90 campioni di miele esaminati, 9 contene-
vano spore vitali; 6 di questi erano stati consumati da bambini che avevano contratto il botu-
lismo infantile83. Dei 9 campioni contenenti spore, 7 risultarono contaminati dal tipo B e 2
dal tipo A. Di 910 alimenti per l’infanzia provenienti da 10 classi di prodotti, solo 2 classi
sono risultate positive per la presenza di spore: miele e sciroppo di mais59. Su 100 campioni
di miele, 2 contenevano il tipo A; su 40 campioni di sciroppo di mais 8 erano contaminati da
spore di tipo B. In Canada, sono state riscontrate spore botuliniche vitali in 1 campione di
miele su 150 (tipo A) e in 1 campione di cereali secchi su 40 (tipo B), mentre 43 campioni
di sciroppo sono risultati negativi56. Dei casi riportati negli Stati Uniti fino al 1997, 62 sono
stati registrati nel 1982, riguardavano bambini di età compresa tra 2 e 48 settimane e sono
stati causati in ugual misura da tossine di tipo A e B. I primi due casi riportati in Italia, a
Roma, sono stati provocati dalla tossina di tipo E prodotta da Clostridium botulinum 21. In
Giappone il primo caso documentato si è verificato nel 1995 ed è stato causato dalla tossina
di tipo B; in quell’occasione si è osservato che la tossina possedeva minore tossicità e forse
anche minore capacità di legame rispetto alla forma adulta62.

I modelli animali per lo studio di questa sindrome sono rappresentati da topi di 8-11 gior-
ni di vita e da ratti di 7-13 giorni85. Nel topo la tossina botulinica è stata trovata nel lume del-
l’intestino crasso e non era associata all’ileo. (La sensibilità di questi modelli animali è
discussa nel capitolo 12.)

24.3  Gastroenterite da Bacillus cereus

Bacillus cereus è un bastoncino aerobio, sporigeno, normalmente presente nel suolo, nella
polvere e nell’acqua. In Europa è stato associato a casi di intossicazione alimentare almeno
dal 1906. Plazikowski fu tra i primi a descrivere con precisione questa sindrome; nei primi
anni Cinquanta le sue osservazioni furono confermate da diversi altri ricercatori europei.
Negli Stati Uniti la prima epidemia documentata risale al 1969, in Gran Bretagna al 1971.
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Questa specie può essere presente in numero limitato in numerosi prodotti alimentari, sia
freschi sia trasformati. In uno studio B. cereus è stato isolato nel 6,6% di 534 campioni di
carni crude, nel 18,3% di 820 prodotti a base di carne e nel 39,1% di 609 additivi alimenta-
ri61, in concentrazioni di 102-104/g; non è chiaro, tuttavia, se vi fossero anche ceppi enterotos-
sigeni. Questi ultimi sono stati isolati da diversi alimenti in un altro studio, nel quale l’85%
degli 83 ceppi isolati da latte crudo è risultato positivo per la presenza di tossina diarrogena43. 

Oltre a B. cereus, altre specie producono enterotossine. La produzione di enterotossina
diarrogena è stata dimostrata, dopo nove giorni a temperature comprese tra 6 e 21 °C, in
ceppi di B. mycoides isolati da latte43. Si è osservato che concentrazioni variabili di isolati
appartenenti alle seguenti specie sono produttori di enterotossina: B. circulans, B. lentus, B.
thuringiensis, B. pumilus, P. polymyxa, B. carotarum e B. pasteurii 43. B. thuringiensis è stato
isolato da alimenti e sembra produrre una tossina Vero citotossica23.

Questo batterio ha una temperatura di crescita minima di circa 4-5 °C e massima intorno
a 48-50 °C. La crescita è stata dimostrata nel range di pH 4,9-9,340. Le sue spore possiedono
una resistenza termica tipica degli altri mesofili.

24.3.1  Tossine da B. cereus

Questo batterio produce un’ampia varietà di tossine ed enzimi esocellulari, che comprendo-
no leticinasi, proteasi, β-lattamasi, sfingomielinasi, cereolisina (tossina letale per il topo,
emolisina I) ed emolisina BL. La cereolisina è una tossina tiolo dipendente, analoga alla per-
fringolisina O. Ha un peso molecolare di 55 kDa e sembra non avere alcun ruolo nelle sin-
dromi gastroenteriche di origine alimentare.

La sindrome diarroica sembra essere prodotta da un complesso tripartito formato dalle
componenti B, L1 e L2, denominato emolisina BL (HBL). Questo complesso determina emo-
lisi, citolisi, dermonecrosi, permeabilità vascolare e attività enterotossica. È responsabile del
50% circa della tossicità retinica dei surnatanti colturali di B. cereus nelle endoftalmiti14.
Sebbene non sia stata dimostrata la presenza di singole enterotossine, sembra che la HBL sia
responsabile della sindrome diarroica13. Utilizzando un kit commerciale per la determinazio-
ne della componente L2, è stato dimostrato che essa viene prodotta durante la fase di cresci-
ta logaritmica. Sarebbero necessarie 107 cellule/mL per osservare attività tossica e la produ-
zione è favorita nell’intervallo di pH compreso tra 6,0 e 8,5. È stato dimostrato che diversi
ceppi producono tossina tra 6 e 21 °C 43. Un test PCR basato sul gene hblA (che codifica per
il componente B) si è dimostrato più rapido dei kit analitici per l’enterotossina diarrogena.
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Tabella 24.5 Specie di Bacillus e Paenibacillus per le quali
è stata dimostrata la produzione di enterotossina HBL
normalmente associata a B. cereus

B. amyloliquefaciens B. mycoides
B. cereus B. pasteurii
B. circulans B. pseudomycoides
B. coagulans B. subtilis
B. lentimorbis B. thuringiensis
B. lentus B. weihenstephanensis
B. licheniformis P. polymyxa
B. megaterium

(Dati dai riferimenti bibliografici 95, 97 e altri)



Sebbene la sindrome diarroica sia comunemente associata a B. cereus e al complesso di tos-
sine HBL, è stato dimostrato che almeno altre 14 specie dei generi Bacillus e Paenibacillus
possono provocare questa malattia di origine alimentare (tabella 24.5). Sebbene sulla base di
analisi genetiche sia stato suggerito che B. cereus, B. thuringiensis e B. anthracis facciano parte
della stessa specie49, le ultime due non sembrano produrre il complesso di tossine di B. cereus.
B. anthracis appartiene, tuttavia, al gruppo di B. cereus, che include B. mycoides, B. pseudo-
mycoides, B. weihenstephanensis e B. thuringiensis 97. 

Per una rassegna sulle possibili relazioni tra B. anthracis e sicurezza alimentare, si può
consultare il riferimento bibliografico 30.

24.3.2  Sindrome diarroica

Questa sindrome è piuttosto lieve, con sintomi che si manifestano entro 8-16 ore (più fre-
quentemente entro 12-13 ore), e persistono per 6-12 ore47. Il quadro clinico comprende nau-
sea (raramente vomito), dolori addominali simili a crampi, tenesmo e feci acquose; la febbre
è generalmente assente. È stata osservata similarità tra i sintomi di questa sindrome e quelli
dell’intossicazione da C. perfringens34. 

Gli alimenti più frequentemente coinvolti sono pietanze a base di cereali contenenti mais
e amido di mais, puré di patate, verdure, carne macinata, salsiccia di fegato, polpettoni, latte,
carne cotta, piatti indonesiani di riso, pudding, zuppe e altri34. Le epidemie riportate tra il
1950 e il 1978 sono state compendiate da Gilbert34: le conte su piastra registrate degli avan-
zi di alimenti variavano tra 105 e 9,5 ×105/g e in molti casi erano comprese nell’intervallo
107-108/g. Le prime epidemie ben studiate furono quelle indagate da Hauge46, riconducibili
a una salsa di vaniglia; le conte si aggiravano tra 2,5 ×107 e 1×108/g. Un polpettone di carne
coinvolto in un’epidemia statunitense nel 1969 presentava una conta di 7 ×107/g 81. Le sero-
var isolate in epidemie diarroiche includono i tipi 1, 6, 8, 9, 10 e 12. Le serovar 1, 8 e 12
sono state associate sia a questa sindrome sia a quella emetica34.

24.3.3  Sindrome emetica

Rispetto alla sindrome diarroica questa forma di intossicazione da B. cereus ha un periodo di
incubazione più breve, variabile da 1 a 6 ore, più comunemente tra 2 e 5 ore87; è stata osser-
vata similarità con la sindrome da intossicazione stafilococcica34. È spesso associata al con-
sumo di piatti a base di riso fritto o bollito, ma anche a panna pastorizzata, spaghetti, puré di
patate e germogli34. Epidemie sono state riportate in Gran Bretagna, Canada, Australia, Paesi
Bassi, Finlandia, Giappone e Stati Uniti. Il primo caso statunitense fu registrato nel 1975 e
ricondotto al consumo di puré di patate.

Il numero di microrganismi necessario per causare l’intossicazione sembra essere più ele-
vato di quello richiesto per la sindrome diarroica, con cariche che arrivano a 2 ×109/g34. Le
serovar di B. cereus associate alla sindrome emetica comprendono 1, 3, 4, 5, 8, 12 e 1934. 

La tossina emetica è un cereulide, un peptide ionoforo insolubile in acqua, strettamente
correlato all’antibiotico valinomicina1, con peso molecolare di circa 1,2 kDa; induce la for-
mazione di vacuoli in cellule HEp-2 (vedi capitolo 12) e tale attività, come pure quella eme-
tica, non viene persa dopo riscaldamento per 30 minuti a 121 °C1,2. Il topo ragno muschiato
Suncus murinus si è dimostrato un modello animale adatto per gli studi di attività emetica2.

Utilizzando 3 ceppi di B. cereus e tryptic soy o trypticase soy media, la produzione di
cereulide cominciava al termine della fase di crescita logaritmica ed era indipendente dalla
sporulazione44. I ceppi producevano da 80 a 166 μg di cereulide/mL a 21 °C in 1-3 giorni
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durante la fase stazionaria, quando il numero di cellule arrivava a 2 ×108 o anche a 6 ×108

ufc/mL. A temperature di 40 °C e inferiori a 8 °C la produzione risultava minima44.
I ceppi produttori di tossina emetica crescono nell’intervallo 15-50 °C, con un optimum

tra 35 e 40 °C 56. Sebbene la sindrome emetica sia spesso associata a pietanze a base di riso,
in questo alimento la crescita dei ceppi produttori di tossina emetica non è favorita rispetto
a quella di altri ceppi di B. cereus, sebbene in tale prodotto siano state osservate popolazio-
ni più numerose e una germinazione più abbondante56.
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La rapidità con cui Listeria monocytogenes si è imposta come agente eziologico di malattie
di origine alimentare è unica. La sindrome da immunodeficienza acquisita (AIDS) e la legio-
nellosi sono altri due esempi di malattie umane comparse rapidamente ma, a differenza della
listeriosi, i loro agenti eziologici erano precedentemente sconosciuti come patogeni umani ed
erano difficili da coltivare. Non solo L. monocytogenes è piuttosto facile da coltivare, ma la
listeriosi è una malattia ben documentata in diverse specie animali e casi umani non erano
sconosciuti. (Per ulteriori informazioni sulle listerie, vedi i riferimenti bibliografici 26 e 69.)

25.1  Tassonomia di Listeria

Le listerie sono bacilli Gram-positivi, non sporigeni, non acido resistenti, un tempo classifi-
cati come “Listerella”. Il nome generico fu convertito nel 1940 in Listeria. Per molti versi le
listerie sono simili ai microrganismi del genere Brochothrix. Entrambi i generi sono catalasi
positivi e tendono a essere associati in natura, anche insieme a Lactobacillus. Tutti e tre i
generi producono acido lattico da glucosio e da altri zuccheri fermentescibili; tuttavia, a dif-
ferenza di Listeria e Brochothrix, i lattobacilli sono catalasi negativi. Un tempo si credeva
che le listerie fossero correlate con i batteri corineformi, infatti si collocavano nella famiglia
delle Corynebacteriaceae; oggi però è chiara la loro più stretta correlazione con Bacillus,
Lactobacillus e Streptococcus. Dai dati di sequenziamento dell’RNA ribosomiale (rRNA)
16S, Listeria si colloca più vicino a Brochothrix, e questi due generi, insieme a Staphylococcus
e Kurthia, occupano una posizione compresa tra il gruppo Bacillus e il gruppo Lactobacil-
lus/Streptococcus all’interno del ramo Clostridium–Lactobacillus–Bacillus, nel quale la
mol% G + C di tutti i membri è inferiore a 5065. Trasferimenti di geni avvengono tra Listeria,
Bacillus e Streptococcus, e reazioni immunologiche incrociate si verificano tra Listeria,
Streptococcus, Staphylococcus e Lactobacillus. Brochothrix ha in comune con Listeria 338
basi puriniche e pirimidiniche85. Sebbene Erysipelothrix si trovi nella stessa linea di Myco-
plasma, ha in comune almeno 23 oligonucleotidi con Listeria e Brochothrix 85. Analogamen-
te ai bacilli, agli stafilococchi, agli streptococchi e ai lattobacilli, anche Listeria spp. conten-
gono acidi teicoici e lipoteicoici, ma le loro colonie si differenziano per il colore blu-verde
brillante quando osservate con luce a incidenza obliqua.

Si riconoscono sei specie di Listeria, elencate in tabella 25.1 con alcune caratteristiche
distintive. Quella che prima si chiamava L. murrayi è stata accorpata a L. grayi107; come si
può osservare dalla figura 25.1, queste due specie occupano una posizione lontana rispetto
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alle altre cinque. L. ivanovii è rappresentata da due sottospecie, L. ivanovii subsp. ivanovii e
L. ivanovii subsp. londoniensis; la prima si distingue dalla seconda per la capacità di fermen-
tare il ribosio ma non l’ N-acetil-β-D-mannosamina10. 

Utilizzando tecniche di DNA fingerprinting basate sulla PCR per esaminare la correlazio-
ne genetica tra L. innocua e L. welshimeri, si trovò che queste due specie presentano un ele-
vato grado di omologia e che L. grayi è omogenea e chiaramente correlata alle altre cinque
specie126. Gli acidi teicoici del tipo poli(ribitolfosfato) rappresentano i polimeri accessori
prevalenti nelle parete cellulare di Listeria spp. L’acido lipoteicoico di L. grayi è del tipo
modificato, distinguendola ulteriormente dalle altre specie108. Sembra che gli acidi teicoici
vengano riconosciuti dai batteriofagi come ligandi associati alla parete cellulare81. 

Il CAMP (Christie - Atkins - Munch - Petersen) test è considerato da molti il test d’ele-
zione per L. monocytogenes. Un isolato che risulti CAMP-positivo con S. aureus o R. equi
deve essere considerato un presunto isolato di L. monocytogenes, ma non necessariamente
virulento91. La stimolazione dell’emolisi in presenza di S. aureus sembra sia dovuta alla
fosfolipasi C fosfatidilinositolo-specifica, o fosfatidilcolina-specifica di L. monocytogenes, e
alla sfingomielinasi di S. aureus 91.
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Leuc. mesenteroides
Lb. delbrueckii

Lb. plantarum

A. viridans B. thuringiensis

B. subtilis

S. uberis

S. parauberis

E. durans

E. cecorum
E. columbae

L. garvieae
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L. plantarum

L. raffinolactis

V. fluvialis
V. salmoninarum

C. divergens
C. gallinarum
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Figura 25.1 Albero non radicato o network che mostra le interrelazioni filogenetiche tra listerie e altri
raggruppamenti Gram-positivi con basso contenuto G + C. L’albero si basa sul confronto di una
sequenza continua di 1340 nucleotidi: le prime e ultime basi nella sequenza utilizzate per calcolare i
valori di Knuc corrispondono alle posizioni 107 (G) e 1433 (A), rispettivamente, nella sequenza di E. coli.
A: Aerococcus; B: Bacillus; Br: Brochothrix; C: Carnobacterium; E: Enterococcus; L: Lactococcus; Lb:
Lactobacillus; Leuc: Leuconostoc; List: Listeria; S: Streptococcus; V: Vagococcus. In seguito è stato
dimostrato che L. grayi e L. murrayi appartengono alla stessa specie. (Da MD Collins et al.20, copyright
© 1991 American Society for Microbiology, con autorizzazione)



Membri del genere Erysipelothrix sono frequentemente associati a Listeria: alcune delle
differenze esistenti tra i due generi sono riportate in tabella 25.2. A differenza di Listeria,
Erysipelothrix non è mobile, è catalasi negativo e H2S positivo e contiene L-lisina come prin-
cipale diamminoacido nella sua mureina. Come L. monocytogenes, anche E. rhusiopathiae
provoca malattie negli animali, in particolare il mal rossino nei suini. Quest’ultimo micror-
ganismo è infettivo anche per l’uomo, nel quale determina erisipeloide. Sebbene Listeria
spp. producano normalmente catalasi, sono stati isolati da alimenti ceppi di L. monocytoge-
nes catalasi negativi58.

25.1.1  Sierotipi

Le sei specie di Listeria sono caratterizzate dalla presenza di antigeni che danno luogo a 17
serovar. La specie patogena primaria, L. monocytogenes, è rappresentata da 13 serovar, alcu-
ne delle quali condivise con L. innocua e L. seeligeri. L. innocua possiede 3 serovar (4ab,
6a, 6b) ed è talvolta considerata una variante non patogena di L. monocytogenes. La maggio-
re eterogeneità antigenica dell’involucro esterno di quest’ultima specie potrebbe essere cor-
relata all’ampia varietà di ospiti animali in cui è in grado di proliferare.

I sierotipi più frequentemente isolati sono i tipi 1/2 e 4. Prima degli anni Sessanta sem-
brava che il tipo 1 fosse presente prevalentemente in Europa e in Africa e che il tipo 4 fosse
predominante in Nord America; tuttavia, oggi questo scenario sembra mutato. Si è osserva-
to che i sierotipi di listerie non sono in alcun modo correlati all’ospite, al processo patologi-
co o all’origine geografica, e ciò viene generalmente confermato dagli isolamenti da alimen-
ti (vedi oltre), sebbene le serovar 1/2a e 4b mostrino alcune differenze geografiche113. Negli
Stati Uniti e in Canada, la serovar 4b rappresenta il 65-80% di tutti i ceppi. 

L’epidemia statunitense del 1998-1999, ricondotta a würstel, fu causata da un raro ceppo
della serovar 4b. Tra il primo gennaio e il 30 giugno 1996, il 60% di 2232 isolati da casi
umani nel Regno Unito risultò appartenere al sierotipo 4b, mentre il 17%, l’11% e il 4%
appartenevano, rispettivamente, ai sierotipi 1/2a, 1/ab e 1/2c94. In generale, i ceppi 4b sono
più spesso associati a casi umani, mentre i ceppi 1/2 sono associati a prodotti alimentari. In
Europa orientale, Africa occidentale, Germania centrale, Finlandia e Svezia la serovar più
frequentemente riportata è la 1/2a; in Francia e nei Paesi Bassi sono più spesso documenta-
te la 1/2a e la 4b, all’incirca nelle stesse proporzioni113.

25.1.2  Tipizzazione delle sottospecie

Oltre alla sierotipizzazione, numerosi altri metodi, riassunti nel capitolo 11, sono stati appli-
cati alla caratterizzazione di specie e sottospecie di L. monocytogenes. Tra questi, in partico-
lare la tipizzazione con batteriofagi, la tipizzazione mediante elettroforesi enzimatica multi-
locus (MEE), l’analisi con enzimi di restrizione, l’elettroforesi in campo pulsato su gel di
agarosio (PFGE), i polimorfismi di lunghezza dei frammenti di restrizione (RFLP) e la ribo-
tipizzazione (ribotyping).
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Tabella 25.2 Confronto tra i generi Listeria e Erysipelothrix

Diamminoacido
Genere Mobilità Catalasi Produzione di H2S principale Mol% G + C

Listeria + + – Meso-DAP 36-38
Erysipelothrix – – + L-lisina 36-40



25.2  Crescita

Le esigenze nutrizionali delle listerie sono comuni a quelle di molti altri batteri Gram-posi-
tivi. Crescono bene in molti mezzi colturali comuni come brain heart infusion broth, trypti-
case soy e tryptose broth. Sebbene la maggior parte delle esigenze nutrizionali descritte siano
relative a L. monocytogenes, si ritiene che siano simili anche per le altre specie. Sono essen-
ziali almeno quattro vitamine del gruppo B – biotina, riboflavina, tiamina e acido tiottico
(acido α-lipoico, un fattore di crescita per alcuni batteri e protozoi) – e gli amminoacidi
cisteina, glutammina, isoleucina, leucina e valina. Il glucosio stimola la crescita di tutte le
specie, con produzione di acido L(+)-lattico. Sebbene tutte le specie utilizzino il glucosio
attraverso la via metabolica di Embden-Meyerhof, alcune utilizzano diversi altri carboidrati,
semplici e complessi. Listeria spp. sono simili agli enterococchi per la capacità di idrolizza-
re l’esculina e crescere in presenza del 10 o del 40% (w/v) di bile, del 10% circa di NaCl,
dello 0,025% di tallio acetato e dello 0,04% di tellurito di potassio, ma a differenza degli
enterococchi non si sviluppano in presenza dello 0,02% di sodio azide. Le listerie possiedo-
no un’idrolasi per i sali biliari, che consente loro di crescere nella cistifellea. A differenza di
molti altri batteri Gram-positivi, crescono in MacConkey agar. Benché il ferro sia importan-
te nella crescita in vivo, L. monocytogenes non sembra possedere specifici composti che
legano il ferro e soddisfa il proprio fabbisogno attraverso la mobilizzazione riducente del
ferro libero che si lega ai recettori di superficie.

25.2.1  Effetto del pH

Sebbene le listerie crescano meglio nell’intervallo di pH compreso tra 6 e 8, il pH minimo
che consente loro di crescere e sopravvivere è stato oggetto di numerosi studi. La maggior
parte delle ricerche è stata condotta su ceppi di L. monocytogenes, e si può solo presumere
che i risultati siano validi anche per le altre specie di listeria. In generale, alcune specie/ceppi
crescono in un range di pH compreso tra 4,1 e 9,6 circa e in un intervallo di temperature com-
preso tra 1 e 45 °C circa.

In generale, il pH minimo di crescita di un batterio è funzione della temperatura di incu-
bazione, della composizione in nutrienti del substrato di crescita, dell’attività dell’acqua (aw)
e della presenza e della quantità di NaCl e altri sali o inibitori. Lo sviluppo di L. monocyto-
genes in mezzi colturali è stato osservato a pH 4,4 in meno di 7 giorni a 30 °C45, a pH 4,5 in
tryptose broth a 19 °C12 e a pH 4,66 in 60 giorni a 30 °C18. Nel primo studio, si verificava
crescita a pH 4,4 a 20 °C in 14 giorni e a pH 5,23 a 4 °C in 21 giorni45. Nel secondo studio,
la crescita a pH 4,5 era stimolata da una riduzione dell’ossigeno. Nel terzo studio si osserva-
va la crescita di L. monocytogenes a pH 4,66 in 60 giorni a 30 °C, il pH minimo di crescita
a 10 °C era 4,83, mentre a 5 °C non si verificava crescita a pH 5,13. In uno studio ulteriore
4 ceppi di L. monocytogenes crescevano a pH 4,5 dopo 30 giorni in un mezzo colturale incu-
bato a a 30 °C102, ma non si osservava crescita a pH pari o inferiore a 4,0. Per un ceppo sono
risultati più distruttivi valori di pH di 3,8-4,0 rispetto a pH 4,2-5,0 in orange serum a 30 °C
per 5 giorni (figura 25.2).

Il pH minimo di crescita di quattro ceppi di L. monocytogenes in tryptic soy broth è risul-
tato variabile a seconda dell’acido utilizzato per regolare il pH del mezzo. Allo stesso valo-
re di pH, l’attività antimicrobica era acido acetico >acido lattico > acido citrico > acido mali-
co > HCl120. A pH 4,6 e a 35 °C si verificava crescita tra 1 e 3 giorni; alcuni ceppi cresceva-
no a pH 4,4. È stato osservato lo sviluppo di due ceppi di questa specie in succo di cavolo,
senza aggiunta di NaCl a pH 4,1 entro 8 giorni con incubazione a 30 °C, ma le cellule mori-
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vano a 30 °C quando inoculate in succo di cavolo sterile a pH inferiore a 4,6 regolato con
acido lattico21. A pH 5,05 e incubando a 5 °C, il ceppo Scott A non cresceva in cottage chee-
se con un inoculo di circa 103 ufc/g104.

25.2.2  Effetto combinato di pH e NaCl

L’interazione tra pH, NaCl e temperatura di incubazione è stata oggetto di numerosi studi19,21.
Questi ultimi ricercatori hanno utilizzato esperimenti basati su un approccio fattoriale per
determinare l’interazione di questi parametri sulla crescita e sulla sopravvivenza di un isola-
to umano (serovar 4b); alcuni dei risultati ottenuti sono illustrati in figura 25.3. A pH 4,66 il
tempo necessario per osservare la crescita era di 5 giorni a 30 °C senza aggiunta di NaCl, di
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Figura 25.2 Variazione della popolazione cellulare dei ceppi F5069/(4b) in orange serum a pH rego-
lato incubato a 30 °C. La concentrazione iniziale di cellule era pari a 2,2×106 ufc/mL. (Da Parish e
Higgins102, copyright © 1989 International Association of Milk, Food and Environmental Sanitarians,
con autorizzazione)



8 giorni a 30 °C con il 4% di NaCl, e di 13 giorni a 30 °C con il 6% di NaCl, in tutti i casi
allo stesso pH19. La crescita a 5 °C si verificava solo a pH 7,0 in 9 giorni senza aggiunta di
NaCl, ma erano necessari 15 giorni con il 4% di NaCl e 28 giorni con il 6%. Gli effetti di pH
e NaCl sono risultati puramente additivi e in nessun modo sinergici.

25.2.3  Effetto della temperatura

La temperatura minima media di crescita su trypticase soy agar di 78 ceppi di L. monocyto-
genes è risultata 1,1 ± 0,3 °C, con un range di 0,5-3,0 °C 67. Con un incubatore per piastre a
gradiente continuo di temperatura, due ceppi crescevano a 0,5 °C e otto a 0,8 °C o a tempera-
ture inferiori in 10 giorni. Per altri 22 ceppi (19 di L. innocua e 1 ciascuno di L. welshimeri,
L. grayi e L. “murrayi”) la temperatura minima è risultata compresa tra 1,7 e 3,0 °C, con una
media di 1,7 ± 0,5 °C 67. Il fatto che ceppi di L. monocytogenes avessero una temperatura mini-
ma più bassa di circa 0,6 °C rispetto alle altre specie ha suggerito a questi ricercatori che
l’emolisina potrebbe favorire la crescita e la sopravvivenza di L. monocytogenes in ambienti
freddi, anche se la crescita delle serovar 1/2a, 1/2b e 4b era più bassa a circa 3,0 °C rispetto a
quelle con antigeni OI. La temperatura massima di crescita per le listerie è circa 45 °C.
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Figura 25.3 Effetto delle concentrazioni di sale e di ioni idrogeno sul tempo necessario per raggiun-
gere uno sviluppo visibile di Listeria monocytogenes. Il grafico tridimensionale rappresenta l’effetto,
a 30 °C, del sale (%, asse x) e degli ioni idrogeno (μmol/l, asse Z) sul tempo necessario per raggiun-
gere una crescita visibile (giorni, asse y), corrispondente a un aumento di almeno 100 volte del
numero di Listeria monocytogenes. I valori medi reali sono confrontati con i valori previsti calcolati
con equazioni polinomiali. (Da Cole et al.19)



25.2.4  Effetto dell’attività dell’acqua

Utilizzando brain heart infusion (BHI) broth, tre umettanti e un’incubazione a 30 °C, il valo-
re minimo di aw che consentiva la crescita dei sierotipi 1, 3a e 4b di L. monocytogenes risul-
tava: 0,90 con glicerolo, 0,93 con saccarosio e 0,92 con NaCl34. In un altro studio, che impie-
gava trypticase soy broth base a pH 6,8 e 30 °C di incubazione, il valore minimo di aw che
permetteva la crescita era 0,92 in presenza di saccarosio come umettante103. Alla luce di que-
sti risultati, L. monocytogenes risulta seconda solo agli stafilococchi come patogeno alimen-
tare in grado di crescere a valori di aw <0,93.

25.3  Distribuzione

25.3.1  Ambiente

Le listerie sono ampiamente diffuse in natura e possono trovarsi in vegetali in decomposi-
zione, suolo, feci di animali, liquami, insilati e acque. In generale, possono essere presenti
dove si trovano batteri lattici, Brochothrix e alcuni batteri corineformi. La loro associazione
con alcuni prodotti lattiero-caseari e con gli insilati è ben nota, come pure l’associazione di
questi prodotti con altri produttori di acido lattico. Da uno studio condotto in Scozia, su
materiale fecale di gabbiani e corvi e su insilati, è emerso che tra i gabbiani che si cibavano
negli impianti di depurazione la percentuale di portatori era più elevata che tra quelli che si
cibavano altrove e che le feci dei corvi contenevano generalmente un numero inferiore di
listerie39. L. monocytogenes e L. innocua sono state isolate con maggiore frequenza; un solo
campione conteneva L. seeligeri. Nello stesso studio, L. monocytogenes e L. innocua sono
state isolate nel 44% dei campioni di insilati ammuffiti e nel 22,2% di grosse balle di insila-
ti. In Danimarca, il 15% di 75 campioni di insilati e il 52% di 75 campioni di materiale feca-
le di bovini sono risultati positivi per L. monocytogenes118. Il microrganismo è stato isolato
in insilati con pH sia superiore sia inferiore a 4,5. In campioni prelevati da campi di cereali,
pascoli, fango, feci animali, luoghi in cui si alimentavano animali selvatici e da fonti corre-
late L. monocytogenes è stata isolata in percentuali di campioni variabili dall’8,4 al 44%129.
Ne è stata dimostrata la sopravvivenza in terreni umidi per almeno 295 giorni130. In uno stu-
dio sulle acque costiere della California, è risultato positivo il 62% di 37 campioni di acque
dolci o a bassa salinità e il 17,4% di 46 campioni di sedimento, mentre non è stato possibile
isolare alcun ceppo da campioni di ostriche18. Alcune delle vie di diffusione di L. monocyto-
genes nell’ambiente sono illustrate in figura 25.4, insieme alle numerose fonti di contamina-
zione per l’uomo.

25.3.2  Alimenti e uomo

È dimostrato che qualsiasi prodotto alimentare fresco di origine animale o vegetale può esse-
re contaminato da concentrazioni variabili di L. monocytogenes. In generale, il microrgani-
smo è stato isolato in latte crudo, formaggi molli, carne fresca e congelata, pollame e pro-
dotti ittici e su prodotti ortofrutticoli. La sua prevalenza nel latte e nei prodotti lattiero-casea-
ri ha ricevuto grande attenzione a causa delle epidemie che si sono verificate in passato. In
uno studio scozzese sono state monitorate per un anno 260 fattorie, controllando la presen-
za di L. monocytogenes nel latte da esse prodotto stoccato in silos. Il latte proveniente da 25
aziende è risultato positivo solo una volta, ma in 7 aziende è risultato positivo tre o più volte,
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in genere con cariche <1 ufc/mL; il valore più elevato era 35 ufc/mL40. Nei Paesi Bassi, nel
1988, il 3,0% di 5779 alimenti al dettaglio è risultato positivo per questo microrganismo, con
livelli ≥10/g. La prevalenza più bassa è stata riscontrata nel gelato, con lo 0,2% di campioni
positivi su 649; quella più elevata nella carne fresca, con il 7,5% di campioni positivi su 416.
Sempre nei Paesi Bassi il 4,6% di 929 campioni di formaggi molli prodotti con latte crudo
era positivo per L. monocytogenes con un tasso del 3,48%. In Inghilterra e Galles questo
microrganismo è stato isolato nel 4% di 56.959 alimenti pronti al consumo. Negli Stati Uniti,
nell’arco di 39 mesi, il 7,1% di 1727 campioni di carne bovina cruda provenienti da tutto il
paese è risultato positivo per L. monocytogenes; in un periodo di 21 mesi è risultato positi-
vo il 19,3% di 3700 campioni di pollo crudo (prelevati da collo e schiena)52. Nella stessa
indagine è risultato positivo per questo microrganismo il 2,8% di una varietà di carni pronte
al consumo provenienti da 4105 impianti di produzione distribuiti in tutti gli Stati Uniti.

La serovar più comune nei prodotti carnei provenienti da sei paesi era la 1/263. Il sierotipo
4 è stato isolato da prodotti carnei in cinque nazioni, il 3 solo in due nazioni. Il sierotipo 1/2
è stato isolato con maggiore frequenza del sierotipo 4 in latte crudo83,105 e formaggio106; il tipo
1 è stato trovato in prodotti ittici128,131 e ortaggi56. La serovar 4b è stata associata a Boston a
un cluster di casi clinici, la cui fonte sembrava rappresentata da ortaggi crudi, mentre in pata-
te e ravanelli erano più frequenti le serovar 1/2a e 1/256. Le tre serovar isolate con maggiore
frequenza da alimenti sono, in ordine decrescente, 1/2a, 1/2b e 4b, mentre quelle isolate più
frequentemente da casi di listeriosi umana sono 4b, 1/2a e 1/2b22. Per i dati relativi a inciden-
za e prevalenza di L. monocytogenes in carni e pollame si rinvia al capitolo 4, tabella 4.6.

Capitolo 25  -  Listeriosi di origine alimentare 645

SECREZIONI ED ESCREZIONI
ANIMALI

Feci, secrezioni uterine
e vaginali, placenta,

membrane

ANIMALI
Malattie/Colonizzazione

intestinale

AMBIENTE
SUOLO - ACQUA UOMO

Malattie/Colonizzazione
intestinale

PRODOTTI ANIMALI
Latte, carne, carcasse,

prodotti lattiero-caseari

Contaminazione
aerea

Contaminazione
aerea

Acque di scolo

Acque luride,
fiumiProdotti vegetali,

insilati

Figura 25.4 Modalità di diffusione di L. monocytogenes nell’ambiente, negli animali, negli alimenti e
nell’uomo. (Da Audurier e Martin3)



Delle serovar isolate dall’uomo, il 59% di 722 L. monocytogenes isolate in Gran Bretagna
erano 4b, seguite da 1/2a (18%), 1/2b (14%) e 1/2c (4%) 93. Il 98% degli isolati da campioni
patologici prelevati in tutto il mondo era rappresentato dalle serovar 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b,
3c, 4b e 5113. La serovar 4b è di gran lunga la più frequentemente isolata nei casi epidemici
e sembra possedere una virulenza molto maggiore rispetto alle altre.

Per quanto riguarda le altre Listeria spp. negli alimenti, L. innocua è piuttosto comune in
carni, latte, prodotti ittici congelati, formaggi semiduri, uova intere e ortaggi; in generale, è
la specie isolata con maggiore frequenza nei prodotti lattiero-caseari81. È stata isolata dall’8-
16% di campioni di latte crudo nei quali la sua presenza era stata documentata, nel 46% di
57 prodotti ittici congelati128 e nel 36% di 42 campioni di misto d’uovo liquido76. In quest’ul-
timo studio è risultata la specie più frequente: era presente in tutti i 15 campioni positivi. In
uno studio L. innocua è stata isolata nel 42% dei campioni di manzo e pollame esaminati e,
complessivamente, è stata trovata con frequenza doppia rispetto a L. monocytogenes118. È
stata isolata nell’83% dei mettwurst (würstel affumicati) e nel 47% della carne di maiale esa-
minati in Germania112 e nel 22% delle insalate fresche in Gran Bretagna116.

L. welshimeri è stata trovata in latte crudo (dallo 0,3 al 3% dei campioni), arrosti di carne,
vegetali e carne di tacchino (in quest’ultimo alimento è stata isolata nel 16% dei campioni
ed era la specie di Listeria prevalente). In Germania è stata isolata nel 24% dei mettwurst e
nel 30% della carne di maiale 112; in Francia in carne di manzo macinata congelata e in pro-
dotti di gastronomia100. Le sole altre specie di Listeria riscontrate in alimenti sono L. grayi,
isolata da latte crudo, manzo e pollame, e L. seeligeri, isolata da latte crudo, verdure, cavo-
li, ravanelli, carne di maiale e mettwurst. (Per ulteriori informazioni sulle listerie in prodot-
ti carnei e pollame, si veda il riferimento bibliografico 62.) 

25.3.3  Prevalenza

Poiché è necessario l’arricchimento delle colture, spesso la carica di L. monocytogenes non
viene espressa per grammo o millilitro di alimento. Negli Stati Uniti (in particolare in Cali-
fornia e Ohio), la carica stimata in latte crudo stoccato in silos era 1 cellula/mL o meno84.
Sebbene la carica di L. monocytogenes negli alimenti tenda a essere talmente bassa da ren-
dere i metodi di conta diretta non significativi, in alcuni campioni può essere >103/g. La
tabella 25.3 riporta alcune delle cariche più elevate riscontrate in prodotti alimentari.
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Tabella 25.3 Livelli massimi di L. monocytogenes riscontrati
in diversi prodotti alimentari (valori per g o mL)

Latte al cioccolato (Stati Uniti, 1994) ~109

Formaggio molle di capra (Inghilterra, 1989) >107

Epidemia originata da formaggio (Svizzera, 1983-1987) 104-106

Ricotta sottoposta ad abusi termici 3,6 × 106

Mitili affumicati (Tasmania, 1991) >106

Arrotolato di pollo (Stati Uniti, 1990) 1,9 × 105

Pâté (Gran Bretagna, 1990) 103-106

Cotenna di maiale cruda (Stati Uniti, 1991) 4,3 × 104

Roastbeef (Stati Uniti, 1991) 3,6 × 104

Carne in scatola sotto vuoto, 1992 3,3 × 104

Pâté (Australia, 1990), numero medio 8,8 × 103

Cavolo (Stati Uniti, 1991) 1,4 × 103



25.4  Proprietà termiche

Sebbene nell’epidemia di listeriosi umana imputata a latte pastorizzato, verificatasi nel 1983
in Massachusetts, non siano state isolate cellule di L. monocytogenes dai soggetti colpiti,
sono stati avanzati dei dubbi circa l’adeguatezza dei protocolli di pastorizzazione standard
del latte per la distruzione di questo microrganismo. Dal 1985 sono stati riportati numerosi
studi sulla sua distruzione termica nei prodotti lattiero-caseari. I valori di D sono stati deter-
minati per molti ceppi di L. monocytogenes in latte intero e scremato, panna, gelato e diver-
si prodotti carnei. Poiché si tratta di un patogeno intracellulare, sono state condotte numero-
se ricerche per determinarne la resistenza termica relativa all’interno e all’esterno dei fago-
citi. Complessivamente, i protocolli di pastorizzazione standard del latte sono adeguati per
distruggere livelli di L. monocytogenes di 105-106 cellule/mL, sia libere in sospensione sia
nello stato intracellulare. Alcuni risultati specifici sono presentati di seguito. Per un’ampia
rassegna, si veda il lavoro di Doyle e colleghi29.

25.4.1  Prodotti lattiero-caseari

Una raccolta dei valori termici di D e di z per alcuni ceppi di L. monocytogenes è presenta-
ta in tabella 25.4. I valori di D indicano che il protocollo HTST per il latte (71,7 °C per 15
secondi) è adeguato per ridurre la carica normalmente presente di questo microrganismo fino
a livelli non determinabili. Il protocollo di pastorizzazione in batch o LTLT (62,8 °C per 30
minuti) è ancora più efficace (vedi capitolo 17). Utilizzando il ceppo Scott A (serovar 4b iso-
lato dal latte implicato nell’epidemia del Massachusetts), il valore di D variava tra 0,9 e 2,0
secondi, con valori di z compresi tra 6,0 e 6,5 °C. Sulla base di questi risultati, il ceppo
F5069 (serovar 4b) sembra un po’ più termoresistente di Scott A, sebbene Scott A sia più ter-
moresistente degli altri tre ceppi valutati, non comprendenti F506911.

La resistenza termica di L. monocytogenes non è influenzata dalla sua posizione all’inter-
no della cellula. Con il ceppo Scott A libero in sospensione in latte intero crudo a livelli medi
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Tabella 25.4 Alcuni dati relativi alla distruzione termica di L. monocytogenes

Cellule/ Mezzo Rif.
Ceppi testati/Stato mL di riscaldamento Temp. (°C) D (s) z (°C) bibl.

Scott A, libera in sospensione ~105 Latte scremato sterile 71,7 1,7 6,5 9
~105 Latte scremato sterile 71,7 2,0 6,5 109
~105 Latte scremato sterile 71,7 0,9 6,3 11

Scott A, intracellulare ~105 Latte intero crudo 71,7 1,9 6,0 15
Scott A, libera in sospensione ~105 Latte intero crudo 71,7 1,6 6,1 15
F5069, intracellulare ~106 Latte scremato sterile 71,7 5,0 8,0 14
F5069, libera in sospensione ~106 Latte scremato sterile 71,7 3,1 7,3 14
Scott A, libera in sospensione ~105 Miscela per gelato 79,4 2,6 7,0 9

~108 Tampone fosfato, pH 7,2 70,0 9,0 – 8
~108 Tampone fosfato, pH 5,9 70,0 13,8 – 8
~107 Uova intere liquide 72,0 36,0 7,1 41

Dieci ceppi ~107 Carni macinate irradiate 62,0 61,0 4,92 36
Isolati da pollo/carne ~105 Carne di manzo 70,0 7,2 88

~105 Pollo macinato 70,0 6,7 88



di 2,6 × 105 ufc/mL e riscaldando a 71,7 °C per 15 secondi, non sono state rilevate cellule
sopravvissute dopo cinque prove di riscaldamento82. In sette test di riscaldamento condotti
su Scott A inglobato in vitro da fagociti bovini, non sono state rilevate cellule sopravvissute
con un numero iniziale medio di 5 × 104 ufc/mL. Questi autori hanno anche infettato speri-
mentalmente delle vacche con Scott A, senza riuscire comunque a rilevare cellule sopravvis-
sute dopo 11 prove di pastorizzazione a 71,7 °C per 15 secondi con livelli iniziali del micror-
ganismo variabili tra 1,4 × 103 e 9,5 × 103 ufc/mL. Donnelly e Briggs27, utilizzando cinque
ceppi di L. monocytogenes in latte intero, latte scremato e in una soluzione all’11% di solidi
non grassi del latte, osservarono che la composizione non influenzava la distruzione termica
e che a 62,7 °C i valori di D non erano superiori a 60 secondi. I cinque ceppi impiegati com-
prendevano i sierotipi 1, 3 e 4. Trattando latte naturalmente contaminato da un ceppo del sie-
rotipo 1, a livelli di circa 104 ufc/mL, con un protocollo HTST a temperature variabili tra 60
e 78 °C, non è stato possibile rilevare cellule vitali a temperature di processo uguali o supe-
riori a 69 °C 37. Nella loro rassegna dei primi studi sulla resistenza termica di L. monocyto-
genes in latte, Mackey e Bratchell89 hanno concluso che le normali procedure di pastorizza-
zione inattivano questo microrganismo, ma che con il sistema LTLT (in batch) il margine di
sicurezza è maggiore che con quello HTST (in continuo). Il loro modello matematico preve-
deva una riduzione di 39 D per il protocollo in batch e di 5,2 D per quello in continuo.

25.4.2  Prodotti non lattiero-caseari

Per le uova intere liquide e i prodotti carnei i valori di D sono generalmente più elevati che
per il latte; ciò appare ovvio considerando l’effetto delle proteine e dei lipidi sulla resistenza
termica dei microrganismi (vedi capitolo 17). Per un ceppo di L. monocytogenes isolato da un
prodotto a base di pollo i valori di D a 70 °C erano compresi tra 6,6 e 8,4 secondi ed erano
essenzialmente gli stessi in campioni di carni di manzo e di pollame88. In uno studio, cellule
vitali potevano essere recuperate mediante arricchimento da otto campioni su nove di carne
di manzo macinata dopo riscaldamento a 70 °C 8. In uno studio su polpa di granchio blu il
ceppo Scott A a livelli di circa 107 aveva un valore di D di 2,61 minuti con z pari a 8,4 °C,
indicando che il protocollo di pastorizzazione della polpa di granchio (85 °C per 30 minuti)
era adeguato per rendere il prodotto sicuro rispetto a questo microrganismo55. È stato dimo-
strato che il trattamento di würstel a una temperatura interna di 71,1 °C (160 °F) provoca una
riduzione di almeno 3 unità logaritmiche del ceppo Scott A133. La cottura di prodotti carnei a
una temperatura interna di 70 °C per 2 minuti distrugge L. monocytogenes 43,83,89.

In uova intere liquide (LWE, liquid whole egg), esposte a 60 °C per 3,5 minuti, il valore
di D calcolato per il ceppo Scott A era 2,1 minuti5. Tuttavia, lo stesso ceppo in LWE + 10%
di NaCl riscaldato a 63 °C per 3,5 minuti aveva un D pari a 13,7 minuti, mentre in LWE +
10% di saccarosio aveva un D uguale a 1,9 minuti nelle stesse condizioni. Il 10% di NaCl
abbassava l’aw da 0,98 a 0,915, e ciò spiegherebbe in parte il valore più elevato di D. Valori
maggiori di D sono stati riscontrati per sette serovar incubate a 4 °C per 5 giorni e, successi-
vamente, a 37 °C per 7 giorni119. In soluzione salina, i valori di D60 erano 0,72-3,1 e D62 vale-
va 0,30-1,3 minuti.

Nella carne per la preparazione di salsicce, utilizzata da Farber 36, il valore di D a 62 °C era
61 secondi, ma aggiungendo gli ingredienti per la concia, il valore di D aumentava a 7,1
minuti, indicando un effetto termoprotettivo dei composti aggiunti, che comprendevano nitri-
ti, destrosio, lattosio, sciroppo di mais e il 3% (w/v) di NaCl. In carne di manzo macinata,
contenente il 30% di grasso, il 3,5% di NaCl, 200 ppm di nitriti e 300 ppm di nitrati, Mackey
e colleghi88 hanno osservato un valore di D circa raddoppiato e hanno attribuito l’aumento
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della termoresistenza al 3,5% di NaCl. Lund e colleghi86 hanno studiato la distruzione del
ceppo Scott A mediante cottura con microonde inoculando oltre 107 cellule/g nella parte inter-
na del pollo e 106-107 cellule/g sulla pelle. Utilizzando un forno a microonde domestico, il
riscaldamento fino a una temperatura interna di 70 °C per un minuto causava una riduzione
di 6 unità logaritmiche. La distruzione termica di L. monocytogenes è simile a quella della
maggior parte degli altri batteri per quanto riguarda il pH del liquido di cottura, in cui la resi-
stenza è maggiore a valori di pH più vicini a 7,0 che a valori nell’intervallo di acidità. Ciò è
stato dimostrato in succo di cavolo, dove i valori di D erano maggiori a pH 5,6 che a pH 4,6 7.

In uno studio su trota iridata proveniente da mercati al dettaglio nel Tennessee orientale,
il 51% dei 74 campioni erano positivi per L. monocytogenes 31. I valori log10 medi delle conte
aerobie su piastra (APC) e dei coliforni erano, rispettivamente, 6,2 e 3,2 e le percentuali più
elevate di L. monocytogenes erano associate ai campioni con APC e carica di coliformi più
elevati. (Per i livelli di listeria in diversi alimenti, vedi i capitoli 4, 5 e 9.)

25.4.3  Effetto del riscaldamento subletale sulla termotolleranza

Non è chiaro se un riscaldamento subletale renda le cellule di L. monocytogenes più resisten-
ti ai trattamenti termici successivi. Alcuni ricercatori non hanno riportato alcun effetto11,13,
altri hanno invece osservato un aumento della resistenza35,38,79. In uno studio l’applicazione
di uno shock termico al ceppo Scott A a 48 °C per 20 minuti determinava un aumento di 2,3
volte dei valori di D a 55 °C 79. In un altro studio condotto utilizzando Scott A in brodo e in
latte UHT, si osservava un aumento della resistenza termica in seguito a un’esposizione a
48 °C per 60 minuti e a una successiva esposizione a 60 °C 38. Infine, in uno studio che ha uti-
lizzato 10 ceppi a un livello di circa 107 cellule/g in un impasto per salami, dopo uno shock
termico a 48 °C per 30 o 60 minuti non si osservava alcun incremento significativo di termo-
tolleranza a 62 o 64 °C, ma i ceppi sottoposti a shock per 120 minuti mostravano un aumen-
to medio dei valori di D a 64 °C di 2,4 volte35. In questo studio, conservando le cellule a 4 °C,
la termotolleranza era mantenuta per almeno 24 ore. Ipotizzando un aumento di 2 o 3 volte
del valore di D, la maggiore termoresistenza determinata da un riscaldamento subletale non
dovrebbe comportare problemi per latte contenente meno di 10 cellule/mL.

25.5  Caratteristiche di virulenza

Tra le specie di listeria, L. monocytogenes è il patogeno d’interesse per l’uomo. Nonostante L.
ivanovii possa svilupparsi nelle cavie, ciò avviene in misura molto minore rispetto a L. mono-
cytogoenes e fino a 106 cellule non causano infezione nel topo59. L. innocua, L. welshimeri e
L. seeligeri sono non-patogene, sebbene quest’ultima produca un’emolisina. Il fattore di viru-
lenza più significativo associato a L. monocytogenes è la listeriolisina O (LLO).

25.5.1  Listeriolisina O e ivanolisina O

In generale, i ceppi patogeni/virulenti di L. monocytogenes producono beta-emolisi in agar
sangue e acido da ramnosio ma non da xilosio. I ceppi la cui attività emolitica può essere
accresciuta – impiegando l’esosostanza prepurificata o mediante l’uso diretto della coltura –
sono potenzialmente patogeni117. Per quanto riguarda l’emolisi, vi è la netta evidenza che tutti
i ceppi virulenti di questa specie producono una specifica sostanza responsabile della beta-
emolisi degli eritrociti e della distruzione delle cellule fagocitiche dalle quali sono inglobati.
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È stato dimostrato che tale sostanza, come la perfringolisina O (PFO), ha un alto grado di
omologia con la streptolisina O (SLO) e con la pneumolisina O (PLO); è stata purificata ed è
stato dimostrato che ha un peso molecolare di 60 kDa ed è formata da 504 amminoacidi44,95.
È prodotta principalmente durante la fase di crescita esponenziale, con livelli massimi dopo
8-10 ore di crescita43. In presenza di elevate concentrazioni di glucosio, a 26 °C ne viene sin-
tetizzata meno che a 37 °C; la sintesi è migliore con lo 0,2% di glucosio a 37 °C24. Un livel-
lo di sorbato del 2%, a 35 °C, inibiva la sintesi di LLO sia in aerobiosi sia in anaerobiosi72.
LLO è stata ritrovata in tutti i ceppi di L. monocytogenes, compresi alcuni non emolitici, ma
non in L. welshimeri o in L. grayi. Il gene che codifica per la sua produzione è localizzato su
un cromosoma e viene denominato hly. Il suo ruolo nella virulenza è discusso in seguito.

L. ivanovii e L. seeligeri producono esotossine tiolo-dipendenti, simili ma non identiche
alla LLO. L. ivanovii ne produce grandi quantità, mentre L. seeligeri quantità modeste43. La
citolisina tiolo-dipendente di L. ivanovii è la ivanolisina O (ILO). Un antisiero diretto contro
il prodotto di L. ivanovii reagisce in maniera crociata con quello di L. monocytogenes e
SLO73. Mutanti privi di ILO si sono dimostrati avirulenti per topi ed embrioni di pollo1.

La LLO purificata ha in comune con SLO e PLO le seguenti proprietà: è attivata da com-
posti SH come la cisteina, viene inibita da piccole quantità di colesterolo, possiede siti anti-
genici comuni, come evidenziato dalla reattività immunologica crociata. A differenza della
SLO, la LLO è attiva a pH 5,5 ma non a pH 7,0, suggerendo che possa essere attiva in fago-
somi macrofagi (fagolisosomi). La sua LD50 per i topi è di circa 0.8 μg e induce una rispo-
sta infiammatoria quando iniettata per via intradermica44. Sembra che la LLO e le altre tos-
sine formanti pori si siano evolute da un singolo gene progenitore.

25.5.2  Invasione intracellulare

Quando penetra nell’organismo attraverso la via orale, sembra che L. monocytogenes colo-
nizzi il tratto intestinale, con meccanismi ancora poco chiari. Dal tratto intestinale il micror-
ganismo invade i tessuti, inclusa la placenta nelle donne gravide, e penetra nel circolo ema-
tico, attraverso il quale raggiunge altre cellule suscettibili nell’organismo. Come patogeno
intracellulare, deve prima penetrare nelle cellule suscettibili e, quindi, deve possedere gli
strumenti per replicarsi all’interno di tali cellule. Nel caso dei fagociti, la penetrazione avvie-
ne in due stadi: direttamente nei fagosomi e dai fagosomi nel citoplasma del fagocita.

La penetrazione o l’internalizzazione in cellule non fagocitiche avviene con meccanismo
differente. In linee di cellule non fagocitiche l’internalizzazione richiede proteine legate alla
superficie del batterio, denominate In1A e In1B78 (la prima ha un peso molecolare di 88 kDa
e la seconda di 65 kDa), che facilitano l’ingresso di L. monocytogenes nelle cellule dell’ospi-
te. La proteina In1A, internalina A, che ha come recettore di superficie nei mammiferi la E-
caderina, è richiesta per la penetrazione in cellule epiteliali coltivate; la In1B, internalina B,
è necessaria per l’invasione di epatociti di topo coltivati32. Un’altra proteina secreta da tutte
le specie di Listeria e associata all’invasione è la p60, una proteina di 60 kDa codificata dal
gene iap. Un’altra proteina di superficie, ActA (90 kDa), è richiesta per la polimerizzazione
dell’actina e permette il movimento intracitoplasmatico delle cellule61. La Ami (circa 90
kDa) è situata sulla superficie di L. monocytogenes ed è una batteriolisina. In uno studio Ami
è risultata presente in 149 isolati da alimenti su 150 e in 283 isolati umani su 30061. Tutti i
ceppi positivi contenevano LLO e ActA.

L. monocytogenes sopravvive all’interno dei macrofagi lisando la membrana fagolisoso-
miale e liberandosi nel citoplasma (citosol); tale processo è in parte facilitato dalla LLO. Una
volta all’interno del citosol, la proteina di superficie ActA (codificata da actA) accorre in
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aiuto per la formazione di code di actina, che spingono il microrganismo verso la membrana
citoplasmatica. A livello della membrana, si formano vacuoli a doppia membrana. Con la
LLO e le due fosfolipasi batteriche – fosfolipasi C fosfatidilinositolo-specifica (codificata da
plcA) e fosfolipasi C ad ampio raggio (codificata da plcB) – i batteri vengono liberati e il pro-
cesso viene ripetuto in seguito alla penetrazione dei batteri nelle cellule ospiti adiacenti. Que-
sta si verifica in seguito alla spinta verso l’esterno della membrana con formazione di un filo-
podio (una proiezione), che viene assorbito da una cellula adiacente, consentendo il ripetersi
del processo d’invasione. Pertanto, la diffusione di L. monocytogenes da cellula a cellula si
verifica senza che il batterio debba lasciare le parti interne delle cellule ospiti. (Per una trat-
tazione più approfondita, si rinvia al riferimento bibliografico 97 e al capitolo 22.)

25.5.3  Induzione di monocitosi

Una parte interessante ma non ancora completamente compresa della cellula di L. monocy-
togenes è un componente contenente lipidi della membrana cellulare che condivide almeno
una proprietà con il lipopolisaccaride (LPS) tipico dei batteri Gram-negativi. Nei batteri
Gram-negativi, il LPS è situato nella membrana esterna, ma le listerie e gli altri batteri Gram-
positivi non possiedono membrane esterne. La sostanza di L. monocytogenes è l’acido lipo-
teicoico (LTA). Diversi decenni fa fu dimostrato che gli estratti con fenolo-acqua di cellule
di L. monocytogenes erano in grado di indurre la produzione di monociti, e fu a causa di tale
fattore di attività di produzione di monocitosi (MPA) che a questa specie venne assegnato il
nome monocytogenes. Questa frazione di LTA rappresenta il 6% circa del peso secco delle
cellule ed è associata alla membrana plasmatica. Ha un peso molecolare di circa 1000 Da,
non contiene amminoacidi né carboidrati e stimola solo le cellule mononucleate42. Possiede
bassa tossicità per i tessuti ed è sierologicamente inattiva121, ma uccide i macrofagi in vitro42.
Si è dimostrato che condivide con LPS le seguenti proprietà: è pirogenica e letale per i coni-
gli; produce una reazione di Schwartzman localizzata; contiene idrossiacidi grassi acilati;
produce una reazione positiva al LAL test; contiene acido 2-cheto-3-deossiottonico (KDO) e
un eptoso. Per ottenere una reazione positiva al LAL test, è necessaria una concentrazione di
questa frazione pari a 1 μg/mL115, mentre con il lipopolisaccaride LPS sono sufficienti con-
centrazioni dell’ordine dei picogrammi/mL.

25.5.4  Sfingomielinasi

L. ivanovii è nota per essere infettiva per le pecore, nelle quali causa aborto, e perché produ-
ce quantità rilevanti di emolisina su eritrociti di pecora. Possiede un’emolisina (ILO) simile
alla LLO, sfingomielinasi e lecitinasi73. La sfingomielinasi ha un peso molecolare di 27
kDa127. Mentre l’agente simile a LLO è responsabile della completa zona interna di emolisi
negli eritrociti ovini, l’alone di emolisi incompleta – che è accresciuto da Rhodococcus equi
– sembra essere causato dai due enzimi. In uno studio, un mutante difettivo di sfingomieli-
nasi e di un’altra proteina mostrava una virulenza minore rispetto al ceppo selvaggio1.

25.6  Modelli animali e dose infettiva

Il primo modello animale utilizzato per testare la virulenza di L. monocytogenes era rappre-
sentato dalla somministrazione di una sospensione di cellule nell’occhio di un coniglio o di
un porcellino d’India (test di Anton), nel quale si osservava congiuntivite con un inoculo di
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106 cellule2. Numerosi ricercatori hanno studiato a tale scopo gli embrioni di pollo. Inoculi di
100 cellule di L. monocytogenes nel sacco allantoico di embrioni di 10 giorni determinavano
la morte entro 2-5 giorni; la LD50 era inferiore a 6 × 102 cellule per ceppi virulenti. Con tale
metodo risultava letale anche L. ivanovii. Iniezioni di 100-30.000 cellule/uovo nella membra-
na corioallantoica di embrioni di pollo di 10 giorni provocavano la morte entro 72 ore, rispet-
to ai 5 giorni circa necessari nei topi123. Sebbene il test di Anton e gli embrioni di pollo pos-
sano essere utilizzati per valutare la virulenza relativa di ceppi di listeria, il topo è il modello
d’elezione per le informazioni aggiuntive che fornisce in merito all’immunità cellulare.

Il topo è l’animale da laboratorio più largamente utilizzato, non solo per gli studi di viru-
lenza delle listerie, ma anche per quelli sull’immunità mediata dai linfociti T in generale.
Tale modello impiega topi normali, neonati, giovani o adulti, come pure una varietà di ceppi
incrociati ad hoc, come i topi nudi atimici (mancanti di linfociti T). Cellule di listeria sono
state somministrate per via intraperitoneale (IP), intravenosa (IV) e intragastrica (IG). Quan-
do si utilizzano topi adulti normali, tutti i ceppi che danno origine a colonie lisce ed emoli-
tiche di L. monocytogenes a livelli di 103-104/topo si moltiplicano nella milza59. Con molti
ceppi, inoculi di 105-106 sono letali per topi adulti normali, sebbene siano stati riportati valo-
ri anche di 7 × 109 cellule per produrre una LD50. Per topi di 15 g è stato riportato un valore
pari a sole 50 cellule (vedi oltre).

Mentre l’iniezione intraperitoneale è spesso utilizzata per i topi, la somministrazione IG
è impiegata per valutare il comportamento gastrointestinale delle listerie. La somministrazio-
ne IG di L. monocytogenes a topi di 15 g causava un’infezione più rapida e un numero mag-
giore di morti nei primi 3 giorni, dei 6 previsti dalla durata complessiva del test, rispetto alla
via IP105. Con tale metodo, la dose letale per il 50% circa delle cavie (ALD50) variava da 50
a 4,4×105 cellule per 15 isolati clinici e da alimenti di L. monocytogenes105. In uno studio, a
topi di 6-8 settimane sono state somministrate dosi orali e IP di un ceppo serovar 4b per stu-
diarne gli effetti in stati normali e compromessi. Le cellule sono state sospese in una solu-
zione all’11% di solidi del latte non grassi e somministrate a quattro gruppi di topi: norma-
li, trattati con cortisolo, in gravidanza e trattati con cimetidina. Il numero minimo di cellule
che causava infezione nel 50% dei topi (ID50) è risultato 3,24-4,55 log ufc per i topi norma-
li, 1,91-2,74 per quelli trattati con cortisone e 2,48 per quelli in gravidanza50. La ID50 per i
topi trattati con cimetidina è risultata simile a quella osservata per i topi normali. Questi
autori non hanno osservato differenze significative tra le somministrazioni IP e IG in rela-
zione alla ID50. Utilizzando topi neonati (entro 24 ore dalla nascita), la LD50 per iniezione IP
di L. monocytogenes era 6,3 × 10/ufc, mentre per topi di 6-8 settimane la LD50 era 3,2 × 106

cellule, con la stessa via di somministrazione17. I topi neonati risultavano protetti contro una
dose letale di L. monocytogenes quando veniva loro iniettato γ -interferone (vedi oltre). Con
topi Swiss del peso di 15-20 g, trattati con carragenina, è stata riportata una LD50 variabile
da circa 6 a 3100 ufc 25.

Quando vengono sottoposti a test con ceppi virulenti di L. monocytogenes, i topi nudi svi-
luppano infezioni croniche; per i topi giovani e per quelli adulti privati di macrofagi i ceppi
virulenti risultano letali. Utilizzando topi adulti, ceppi di L. monocytogenes che danno origi-
ne a colonie rugose riuscivano a riprodursi solo debolmente e inducevano una modesta
immunità; i topi neonati erano uccisi, mentre i topi nudi sopravvivevano59. In infezioni non
fatali causate da ceppi virulenti, i microrganismi si moltiplicavano nella milza e la protezio-
ne contro le reinfezioni era indipendente dalla serovar utilizzata per la prova successiva59.

Complessivamente, gli studi che utilizzano il topo come modello confermano la maggio-
re suscettibilità verso L. monocytogenes degli animali immunodepressi rispetto a quelli nor-
mali, analogamente a quanto avviene nell’uomo. La corrispondenza delle dosi infettive mini-
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me per topi adulti normali con quelle relative all’uomo è più difficile. Sembra che livelli di
L. monocytogenes inferiori a 102 ufc non abbiano conseguenze su ospiti sani50. Gilbert e Pini47

hanno riportato che nessun caso di listeriosi umana si è verificato in seguito al consumo di
nove formaggi contenenti 104-105 cellule/g di L. monocytogenes.

25.7  Incidenza e natura della listeriosi

25.7.1  Incidenza

Nonostante sia stata probabilmente descritta per la prima volta nel 1911 da Hülphers 67, la
caratterizzazione inequivocabile di L. monocytogenes fu opera di Murray e colleghi98 nel
1923. Da allora la sua patogenicità è stata dimostrata in oltre 50 mammiferi, compreso l’uo-
mo, e in pollame, zecche, pesci e crostacei. Il primo caso umano di listeriosi fu documenta-
to nel 1929 e da quell’anno la malattia si è manifestata sporadicamente in tutto il mondo. L.
monocytogenes è l’agente eziologico del 98% circa dei casi umani e dell’85% di quelli ani-
mali92. Almeno tre casi umani sono stati causati da L. ivanovii e uno da L. seeligeri. Nel
Regno Unito si sono registrati circa 60 casi umani nel 1981 e circa 140 nel 1985, un incre-
mento simile si è osservato nei casi animali93. Tra il 1986 e il 1988, in Inghilterra e Galles i
casi di listeriosi umana sono aumentati del 150%, nello stesso periodo si è registrato un
incremento del 100% dei casi di salmonellosi umana. La mortalità complessiva per i 558 casi
umani nel Regno Unito è stata del 46%, con il 51% per i casi neonatali e il 44% per quelli
negli adulti93. Nel periodo 1983-1987 sono stati documentati 775 casi in Gran Bretagna, con
219 (28%) decessi, senza includere gli aborti. Sommando ai decessi i 44 aborti, la mortalità
è stata del 34%53. Prima del 1974, ogni anno nella Francia occidentale i casi documentati
erano 15, ma nel 1975 e nel 1976 i casi sono stati, rispettivamente, 115 e 5416. Tutti i 145
ceppi sierotipizzati, tranne 3, appartenevano al sierotipo 4. Nel 1987 in Francia sono stati
registrati 687 casi22. Nel periodo di 9 anni antecedente l’inizio del 1984, a Losanna, in Sviz-
zera, si sono avuti in media 3 casi di listeriosi umana all’anno, ma in 15 mesi compresi tra il
1983 e il 1984 i casi sono stati 2590. Dei 40 ceppi esaminati 38 erano del sierotipo 4b e il 92%
presentava lo stesso fagotipo.

Complessivamente le epidemie di listeriosi umana di origine alimentare sembravano esse-
re diminuite negli anni passati, con poche eccezioni (tabella 25.5). Nella prima metà degli
anni Novanta il numero stimato di casi/milione di persone in diversi paesi era il seguente:

Australia (1992) 2
Canada 2-4
Danimarca 4-5
Regno Unito 2-3
Stati Uniti ~ 4

Negli Stati Uniti, per il 1993, sono stati stimati 1092 casi con 248 decessi. Non tutti i casi
sono di origine alimentare diretta, essendo state documentate altre fonti.

Da uno studio sulla valutazione del rischio è emerso che, attraverso gli alimenti, una per-
sona è esposta in media 3,8 volte a 5,0 log10 microrganismi e 0,8 volte a >106 log10 micror-
ganismi/anno, con circa 5-7 casi di listeriosi all’anno101. Dopo aver considerato altri fattori,
come le dosi infettive per il topo, gli autori hanno concluso che la listeriosi è una malattia
rara nell’uomo, nonostante l’esposizione all’agente eziologico sia frequente.
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Tabella 25.5 Alcune epidemie e casi sospetti e provati di listeriosi alimentare

Anno Fonte Casi/Decessi Luogo

1953 Latte crudo 2/1 Germania
1959 Carne/pollame freschi* 4/2 Svezia
1960-1961 Vari/sconosciuti 81/? Germania
1966 Prodotti a base di latte 279/109 Germania
1979 Ortaggi/latte?** 23/3 Boston
1980 Crostacei 22/6 Nuova Zelanda
1981 Insalata di cavolo 41/18 Canada
1983 Latte pastorizzato** 49/14 Boston
1983-1987 Vacherin Mont D’Or 122/34 Svizzera
1985 Formaggio “mexican-style” 142/48 California
1986-1987 Ortaggi?** 36/16 Philadelphia
1987-1989 Pâtè 366/63 Regno Unito
1987 Formaggio molle 1 Regno Unito
1988 Formaggio di capra 1 Regno Unito
1988 Pollo cotto e raffreddato 1 Regno Unito
1988 Pollo cotto e raffreddato 2 Regno Unito
1988 Würstel di tacchino affumicati 1 Oklahoma
1989 Salame di maiale 1 Italia
1988 Pastiglie di alfalfa 1 Canada
1989 Funghi salati 1 Finlandia
1989 Gamberi 9/1 Stati Uniti (Conn.)
1989 Salame di maiale 1 Italia
1990 Latte crudo 1 Vermont
1990 Salame di maiale 1 Italia
1990 Pâtè 11/6 Australia
1991 Mitili affumicati 3/0 Australia
1992 Mitili affumicati 4/2 Nuova Zelanda
1992 Carne di capra (dalla California) 1 Canada
1992 Lingua di maiale in gelatina 279/85 Francia
1993 Rillettes di maiale 39/0 Francia
1994 Latte al cioccolato 52/0 Stati Uniti
1994 Olive in salamoia 1 Italia
1995 Formaggio Brie 17/0 Francia
1998-1999 Würstel ~101/~21 Stati Uniti
1999-2000 Lingua di maiale in gelatina 26/7 Francia
2000-2001 Formaggio messicano fatto in casa 12/0 Stati Uniti
2002 Carne di tacchino pronta al consumo 46/7 10 Stati USA

* Sospetto.
** Epidemiologicamente collegato; microrganismo non isolato.



25.7.2  Fonte di patogeni

Poiché l’incidenza della listeriosi umana di origine alimentare è così bassa e sporadica, la
fonte dei ceppi di L. monocytogenes responsabili della malattia è di estremo interesse. Seb-
bene si possa ipotizzare che le epidemie riconducibili a prodotti lattiero-caseari siano dovute
alla diffusione dei ceppi virulenti nel latte, ciò non è sempre confermato. In uno studio, con-
dotto su 1123 campioni di latte crudo provenienti da 27 fattorie, che conferivano il latte a un
caseificio implicato in California nel 1985, Donnelly e colleghi28 non riuscirono a isolare la
serovar 4b responsabile; un sierotipo 1 venne isolato da una serie di 16 campioni provenien-
ti da una fattoria di controllo. In una rassegna dei casi umani verificatisi per la maggior parte
nel 1986, Hird57 concluse che sebbene la prova non fosse stabilita in tutti i casi, essa suppor-
tava in qualche misura una trasmissione zoonotica (zoonosi: malattia trasmissibile in condi-
zioni naturali da animali vertebrati all’uomo). Secondo Hird, gli animali portatori sani sono
una fonte importante del microrganismo, insieme alla listeriosi clinica nel bestiame, ma non
è chiaro il grado relativo con cui ciascuna fonte contribuisce ai casi alimentari.

È stato osservato che L. monocytogenes veniva eliminata attraverso il latte dal capezzolo
anteriore sinistro di una vacca affetta da mastite, mentre il latte secreto dagli altri capezzoli
non era infetto48. Circa il 10% dei capi di bestiame sani esaminati nei Paesi Bassi è risultato
positivo per L. monocytogenes e il 5% circa dei campioni di feci umane degli operai di alcu-
ni macelli danesi conteneva il microrganismo68. La percentuale di portatori tra gli individui
sani sembrava essere la stessa indipendentemente dall’attività lavorativa svolta negli impian-
ti di trasformazione degli alimenti68. Nel Regno Unito, in un periodo di 18 mesi, sono risul-
tati positivi 32 campioni fecali su 5000 (0,6%)75. È stato dimostrato che negli ospedali può
verificarsi l’infezione crociata tra neonati affetti da listeriosi congenita e neonati apparente-
mente sani94. Pertanto, sebbene L. monocytogenes sia nota per la diffusione piuttosto ampia
nei campioni ambientali, essa è presente anche nei soggetti sani con una frequenza variabile
da meno dell’1% al 15% circa. L’importanza relativa delle fonti ambientali, animali e umane
nel determinare gli episodi di malattia di origine alimentare necessita di studi ulteriori.

Tra gli alimenti pronti al consumo (RTE, ready-to-eat), i prodotti a base di carne e polla-
me costituiscono i veicoli principali di listeriosi umana. Dall’indagine annuale che il FSIS
dell’USDA conduce su tali prodotti è emerso che, nei nove anni indicati, le percentuali di
campioni contaminati da L. monocytogenes erano le seguenti: 

1995: 3,02 2000: 1,45
1996: 2,91 2001: 1,32
1997: 2,25 2002: 1,03
1998: 2,54 2003: 0,75 (gennaio-settembre)
1999: 1,91

In un’ampia rassegna sulla presenza di questo microrganismo negli ambienti destinati alla
lavorazione degli alimenti, Tompkin124 ha osservato che la listeriosi di origine alimentare
rappresenta soltanto lo 0,02% circa di tutte le malattie di origine alimentare che si registra-
no negli Stati Uniti. D’altra parte, questa malattia è responsabile del 28% circa di tutti i
decessi dovuti a malattie a trasmissione alimentare. Gli alimenti implicati in casi umani con-
tengono tipicamente >1000 ufc/g o mL; inoltre, i ceppi epidemici si sono insediati negli
ambienti di trasformazione, determinando la contaminazione di molteplici lotti di alimenti124.

Nonostante l’elevata mortalità associata alla listeriosi alimentare, complessivamente la
malattia è piuttosto rara. Non tutti gli isolati di L. monocytogenes sono ugualmente patogeni
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e ciò che rende un ceppo isolato da alimenti infettivo o non infettivo è ancora scarsamente
compreso, come pure i motivi della prevalenza negli alimenti dei sierotipi 1/2a, 1/2b e 4b69.

25.7.3  Sindromi

Nell’uomo la listeriosi non è caratterizzata da un unico quadro clinico, poiché il decorso
della malattia dipende dallo stato dell’ospite. Individui sani, non in gravidanza e non immu-
nodepressi, sono altamente resistenti alle infezioni da L. monocytogenes; infatti, sono docu-
mentati pochi casi di listeriosi clinica contratta da tali individui. Le seguenti condizioni, tut-
tavia, sono note in quanto favoriscono lo sviluppo dell’infezione nell’adulto e aumentano il
tasso di mortalità: neoplasie, AIDS, alcolismo, diabete (in particolare di tipo 1), malattie car-
diovascolari, trapianto di rene e terapie con corticosteroidi. Quando individui adulti suscet-
tibili contraggono la malattia, i sintomi più frequenti sono meningite e sepsi. Su 641 casi
umani, il 73% presentava meningite, meningoencefalite o encefalite. Poiché negli adulti la
sindrome è associata a linfadenopatia cervicale e generalizzata, il quadro clinico può ricor-
dare una mononucleosi infettiva. Il fluido cerebrospinale contiene inizialmente granulociti,
ma negli stadi avanzati prevalgono i monociti. Le donne che contraggono la malattia in gra-
vidanza (e ciò determina spesso infezione congenita del feto) possono non presentare alcun
sintomo, e anche quando la malattia si manifesta la sintomatologia è di norma lieve e di tipo
influenzale. La listeriosi contratta in gravidanza determina spesso aborto, nascita prematura
o morte del feto. Quando un neonato viene infettato al momento del parto, i sintomi della
listeriosi sono quelli tipici della meningite e si manifestano di norma dopo 1-4 settimane
dalla nascita, sebbene sia stata riportata un’incubazione di 4 giorni. Negli adulti il tempo di
incubazione varia in genere da una a diverse settimane. Tra 20 pazienti di un cluster di casi
registrato a Boston, 18 presentavano batteriemia, 8 meningite e 13 vomito, dolore addomi-
nale e diarrea 72 ore prima della comparsa del coinvolgimento encefalico.

Il controllo di L. monocytogenes nell’organismo è operato da linfociti T e macrofagi atti-
vati, pertanto qualsiasi condizione patologica a carico di tali cellule peggiora il decorso della
listeriosi. I farmaci più efficaci per il trattamento sono coumermicina, rifampicina e ampicil-
lina; l’associazione tra quest’ultima e un antibiotico amminoglicosidico rappresenta la
migliore combinazione33. Tuttavia, la terapia antimicrobica per la listeriosi non è pienamen-
te soddisfacente, poiché i pazienti malati e gli ospiti immunocompromessi presentano mag-
giori difficoltà rispetto agli ospiti immunocompetenti.

25.8  Resistenza alla listeriosi

La resistenza o l’immunità a patogeni intracellulari come virus, parassiti animali e L. mono-
cytogenes è mediata dalle cellule T, linfociti che originano dal midollo osseo e maturano nel
timo (T deriva, dunque, da timo). A differenza delle cellule B, responsabili dell’immunità
umorale (anticorpi nel circolo), le cellule T attivate reagiscono direttamente contro le cellu-
le estranee. Una volta penetrato all’interno della cellula ospite, il patogeno non può più esse-
re raggiunto dagli anticorpi presenti nel circolo, ma la sua presenza viene segnalata da cam-
biamenti strutturali nella cellula infetta, e le cellule T vengono coinvolte nella distruzione di
questa cellula ospite invasa, che non viene più riconosciuta come “propria”.

I macrofagi sono importanti per le azioni delle cellule T, e il loro ruolo nella distruzione di
L. monocytogenes e di alcuni altri patogeni intracellulari è stato dimostrato da Mackeness87.
Innanzi tutto, i macrofagi legano e “presentano” le cellule di L. monocytogenes alle cellule T,
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in modo tale che possano essere riconosciute come estranee. Quando le cellule T reagiscono
con il microrganismo, aumentano di dimensioni e formano cloni specifici per lo stesso micror-
ganismo o antigene. Queste cellule T, dette attivate, secernono interleuchina-1 (IL-1). Man
mano che si moltiplicano, le cellule T attivate si differenziano formando diversi sottogruppi.

I sottogruppi di cellule T più importanti per la resistenza alla listeriosi sono gli helper o
CD4 (L3T4 +) e le citolitiche (killer) o CD8 (Lyt2+)71. Le cellule T CD4 reagiscono con l’an-
tigene e quindi producono linfochine (citochine): IL-1, IL-2, IL-6, immuno- o γ -interferone e
altri. Il γ-interferone, la cui produzione è favorita anche dal fattore di necrosi tumorale22, indu-
ce l’espressione del recettore IL-2 sui monociti. Inoltre, IL-2 può stimolare l’attivazione delle
cellule killer linfochine dipendenti, che possono lisare i macrofagi infettati. È stato dimostra-
to che per aumentare la resistenza del topo a L. monocytogenes è sufficiente la somministra-
zione di 0,6 μg di IL-2 esogena per topo54. Il γ-interferone attiva i macrofagi e le cellule T
CD8; queste ultime reagiscono con i macrofagi dell’ospite infettati da L. monocytogenes, cau-
sandone la lisi. Sia le cellule T CD4 sia le CD8 vengono stimolate da L. monocytogenes; esse
attivano i macrofagi producendo γ-interferone e contribuiscono alla resistenza alla listeriosi70.
Le CD8, inoltre, secernono γ-interferone quando viene fornita IL-2 esogena; sia le CD4 sia le
CD8 possono conferire un certo grado di immunità passiva ai topi riceventi70.

Si presume che alcuni degli eventi osservati nei topi in seguito all’infezione da parte di L.
monocytogenes siano gli stessi che si verificano nell’uomo. Quando L. monocytogenes viene
inglobata dai macrofagi, questi producono nel sito di infezione un fattore di incremento della
monocitopoiesi (FIM). Il FIM viene veicolato al midollo osseo, dove stimola la produzione
di macrofagi. Solo cellule vitali di L. monocytogenes possono indurre la risposta dei linfoci-
ti T e l’immunità alla listeriosi. Poiché la LLO è il fattore di virulenza di L. monocytogenes
che scatena la risposta dei linfociti T, questa proteina termolabile viene inattivata quando le
cellule sono distrutte con trattamenti termici. Il sottogruppo CD8 di linfociti T sembra esse-
re il principale responsabile dell’immunità antilisterica, dato che agisce stimolando la produ-
zione di linfochine da parte dei macrofagi; l’immunità passiva verso L. monocytogenes può
essere ottenuta mediante trasferimento del sottogruppo CD8 di cellule T4. La risposta dei lin-
fociti T non si verifica nemmeno iniettando nei topi sia cellule morte sia ricombinanti IL-
1a60. Né le cellule avirulente, né quelle uccise inducono la IL-1 in vitro; le cellule vitali di L.
monocytogenes , invece, sono in grado di svolgere tale azione96, indicando che IL-1 e γ -inter-
ferone hanno un ruolo critico nell’iniziare la risposta in vivo, poiché è stato dimostrato che
la somministrazione simultanea di IL-1 e γ -interferone aumentava nei topi la resistenza verso
L. monocytogenes più delle singole somministrazioni74. La combinazione non aveva effetto
sinergico, ma solo additivo. Sembra che il ruolo primario del γ -interferone sia stimolare la
produzione di linfochina più che l’azione diretta, ed è noto che esso determina un aumento
della produzione di IL-117. Il γ -interferone può essere rilevato nel circolo ematico e nella
milza dei topi solo durante i primi 4 giorni successivi all’infezione99. L’infezione di topi da
parte di L. monocytogenes determina un aumento di IL-6, che è prodotta da cellule non lin-
focitiche80. Topi privi di IL-6 sono più suscettibili alla listeriosi23. IL-6 sembra agire stimo-
lando la produzione di neutrofili23.

Questa panoramica sulla resistenza murina a L. monocytogenes rivela alcuni dei ruoli
multifunzionali delle linfochine nell’immunità mediata dalle cellule T (dovuta a differenti E-
caderine necessarie per i recettori InlA) e l’evidente importanza critica della LLO come prin-
cipale fattore di virulenza di questo microrganismo. Ciò che rende gli ospiti immunocompro-
messi più suscettibili alla listeriosi è l’effetto deprimente che gli agenti immunosoppressivi
hanno sul sistema di linfociti T. Una possibile terapia viene suggerita dai ruoli specifici svol-
ti da alcune linfochine, ma non è chiaro se tali effetti siano simili nell’uomo.
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25.9  Persistenza di L. monocytogenes negli alimenti

Essendo in grado di crescere nell’intervallo di temperatura di circa 1-45 °C e nel range di pH
compreso tra 4,1 e 9,6 circa, ci si può attendere che L. monocytogenes sopravviva negli ali-
menti per lunghi periodi, e ciò è stato confermato. I ceppi Scott A e V7, inoculati a livelli di
104-105/g, sopravvivevano in cottage cheese fino a 28 giorni quando mantenuti a 3 °C111.
Quando questi due ceppi, insieme ad altri due, sono stati inoculati in formaggio camembert
a livelli di 104-105, si è osservata crescita durante i primi 18 giorni di maturazione; alcuni
ceppi hanno raggiunto livelli di 106-107 dopo 65 giorni di maturazione110. Con un inoculo di
5 × 102/g e una conservazione a 4 °C, L. monocytogenes sopravviveva in cold-pack cheese
(formaggio fuso in barattolo) per un periodo medio di 130 giorni in presenza dello 0,30% di
acido sorbico109. D’altra parte, durante la produzione e la conservazione di latte scremato in
polvere, si verificava una riduzione di 1-1,5 log del numero di L. monocytogenes durante
l’essiccamento spray e una diminuzione di oltre 4 unità logaritmiche del numero di unità for-
manti colonie entro 16 settimane quando il prodotto veniva mantenuto a 25 °C 30. 

In carne bovina macinata, un inoculo di 105-106 restava invariato per 14 giorni a 4 °C 64;
in carne bovina e fegato macinati inoculi di L. monocytogenes di 103 o 105 rimanevano
costanti per oltre 30 giorni, sebbene nello stesso intervallo di tempo i valori delle conte su
piastra standard (SPC) aumentassero da tre a sei volte114. In un impasto per salami finlande-
si contenente 120 ppm NaNO2 e il 3% di NaCl, la carica iniziale di L. monocytogenes dimi-
nuiva solo di 1 ciclo logaritmico durante un periodo di fermentazione di 21 giorni66. Quan-
do cinque ceppi di L. monocytogenes sono stati aggiunti a otto prodotti carnei conservati a
4,4 °C fino a 12 settimane, il microrganismo sopravviveva in tutti i prodotti e nella maggior
parte dei casi il numero iniziale aumentava di circa 3-4 unità logaritmiche49. La migliore cre-
scita si verificava in prodotti a base di pollo e tacchino, in parte a causa del più elevato valo-
re iniziale di pH di questi prodotti. In carne bovina confezionata sotto vuoto, in un film con
proprietà barriera di 25-30 mL/m2/24 ore/101 kPa, un ceppo inoculato di L. monocytogenes
aumentava di circa 4 unità logaritmiche in 16 giorni sul tessuto grasso del sottofiletto e di
circa 3 unità logaritmiche in 20 giorni sulla carne magra mantenuta tra 5 e 5,5 °C 49,51. In
carne, formaggio e ravioli all’uovo conservati a 5 °C, un inoculo di 3 × 105 ufc/g del ceppo
Scott A sopravviveva per 14 giorni6. In uno studio, a 5 °C lattuga e succo di lattuga suppor-
tavano la crescita di L. monocytogenes per 14 giorni; il microrganismo poteva essere isolato
anche da due campioni di lattuga non inoculati122.

Questi e numerosi altri studi dimostrano che la resistenza complessiva di L. monocytogens
negli alimenti è coerente con la sua persistenza in molti campioni ambientali non alimentari.

25.10  Aspetti normativi del controllo di L. monocytogenes negli alimenti

Alcuni Paesi hanno fissato dei limiti legali per il numero tollerabile di microrganismi negli
alimenti, in particolare nei prodotti pronti al consumo, mentre altri hanno suggerito linee
guida o criteri non legalmente vincolanti.

Gli Stati Uniti attuano la politica più restrittiva, in base alla quale L. monocytogenes è con-
siderata un “adulterante”. Ciò significa che qualsiasi prodotto pronto al consumo che conten-
ga questo microrganismo può essere considerato adulterato e, quindi, essere soggetto a richia-
mo e/o sequestro. Il requisito statunitense è l’assenza del microrganismo in campioni di 50 g.
Tolleranza zero in genere significa assenza del microrganismo in campioni di 25 g, che
equivale a n = 5, c = 0 in un piano di campionamento (capitolo 20). Negli anni 1994-1998
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L. monocytogenes è stata responsabile del 61% dei 1321 richiami di prodotto negli Stati Uniti,
seguita dalle salmonelle (11% dei richiami)132. Tuttavia, non si può assumere che tutti gli ali-
menti richiamati avrebbero causato casi di listeriosi se fossero stati venduti. Come si è visto,
non tutti i ceppi di questo microrganismo causano malattia nell’uomo; inoltre i prodotti RTE
a base di carne e pollame possono essere gestiti in modi differenti dai diversi consumatori. 

Di seguito è riportata una sintesi dei quadri normativi specifici in vigore in alcuni Paesi
(naturalmente, è possibile che siano intervenuti cambiamenti).

I criteri di conformità proposti in Canada nel 1993 collocano gli alimenti pronti al consu-
mo in tre categorie, in relazione agli effetti indotti da L. monocytogenes. La categoria 1 com-
prende i prodotti correlati a epidemie; la categoria 2 i prodotti con shelf life >10 giorni; la
categoria 3 i prodotti che supportano la crescita e hanno una shelf life ≤10 giorni o quelli che
non supportano la crescita. Tra questi ultimi sono compresi i prodotti che soddisfano uno o più
dei seguenti parametri: pH 5,0-5,5 e aw < 0,95; pH < 5,0 indipendentemente dal valore di aw;
aw ≤ 0,92 indipendentemente dal pH; alimenti congelati77. Per gli alimenti di categoria 3 che
presentano conte >102/g è previsto il richiamo.

In Australia è richiesta l’assenza di L. monocytogenes in 5 campioni da 25 g per molti for-
maggi. È stato osservato che la presenza del microrganismo negli ambienti di trasformazione
degli alimenti è inevitabile, specialmente in quelli deputati ad accogliere i prodotti finiti; inol-
tre, i rischi di contaminazione dei prodotti finiti possono essere ridotti, ma non annullati125.

L’International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF) ha sta-
bilito che, per individui non a rischio, un alimento può considerarsi accettabile se L. mono-
cytogenes non supera le 100 cellule/g di alimento al momento del consumo (vedi FSO, capi-
tolo 20). L’ICMSF sostiene l’adozione del sistema HACCP (capitolo 21) e colloca L. mono-
cytogenes nei casi di programma di rigore numero 10, 11 e 12 (vedi tabella 21.4). Il piano di
campionamento a due classi per il caso 10 è n = 5, c = 0; per i casi 11, n = 10, c = 0; per il
caso 12, n = 20, c = 0. 

Con l’entrata in vigore dei Regolamenti CE 2073/2005 e CE 1441/2007, l’Unione Euro-
pea ha stabilito i seguenti limiti per la presenza di L. monocytogenes negli alimenti.

1. Alimenti pronti destinati a lattanti e a fini medici speciali: è prescritta l’assenza di L.
monocytogenes in 25 g nei prodotti immessi sul mercato per l’intero periodo di conserva-
bilità (piano di campionamento n = 10, c = 0; metodo d’analisi EN/ISO 11290-1).

2. Alimenti pronti, diversi dai precedenti, che costituiscono terreno favorevole alla crescita
di L. monocytogenes:

– se il produttore può dimostrare che L. monocytogenes non supererà 100 ufc/g durante il
periodo di conservabilità, il limite è fissato in 100 ufc/g per i prodotti immessi sul merca-
to per l’intero periodo di conservabilità (piano di campionamento n = 5, c = 0; metodo
d’analisi EN/ISO 11290-2);

– se il produttore non può dimostrare che L. monocytogenes non supererà 100 ufc/g duran-
te il periodo di conservabilità, è prescritta l’assenza in 25 g, fintantoché il prodotto è sotto
il controllo diretto del produttore (piano di campionamento n = 5, c = 0; metodo d’anali-
si EN/ISO 11290-1).

3. Alimenti pronti che non costituiscono terreno favorevole alla crescita di L. monocytogenes,
diversi da quelli destinati a lattanti e a fini medici speciali: il limite è fissato in 100 ufc/g
per i prodotti immessi sul mercato per l’intero periodo di conservabilità (piano di campio-
namento n = 5, c = 0; metodo d’analisi EN/ISO 11290-2). Sono automaticamente consi-
derati appartenenti a questa categoria i prodotti: con pH ≤ 4,4; con aw ≤ 0,92; con pH ≤ 5,0
e aw ≤ 0,94; con periodo di conservabilità inferiore a 5 giorni.
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Tra i batteri Gram-negativi responsabili di gastroenteriti di origine alimentare, i più impor-
tanti sono i membri del genere Salmonella. La sindrome da Salmonella spp. e quella da Shi-
gella spp. sono trattate in questo capitolo. Per informazioni sulla prevalenza generale di que-
sti microrganismi nei diversi alimenti si rinvia ai capitoli 4, 5, 6, 7 e 9.

26.1  Salmonellosi

Le salmonelle sono bacilli piccoli, Gram-negativi, asporigeni, non distinguibili da E. coli al
microscopio o nei comuni terreni colturali. Sono ampiamente diffuse in natura; l’uomo e gli
animali sono i serbatoi principali. L’intossicazione alimentare da Salmonella è causata dal-
l’ingestione di alimenti contenenti concentrazioni significative di particolari ceppi.

Sono state apportate alcune rilevanti modifiche alla tassonomia di Salmonella. Sebbene
microbiologi alimentari, scienziati ed epidemiologi trattino le circa 2400 serovar di Salmo-
nella come se ciascuna fosse una specie, tutte le salmonelle sono state collocate in due spe-
cie, S. enterica e S. bongori, con circa 2000 serovar ripartite in cinque sottospecie o gruppi,
per lo più classificate sotto S. enterica, che rappresenta la specie tipo33. I gruppi principali
corrispondono alle seguenti sottospecie: gruppo II (S. enterica subsp. salamae); gruppo IIIa
(S. enterica subsp. arizonae); gruppo IIIb (S. enterica subsp. diarizonae); gruppo IV (S. ente-
rica subsp. houtenae); gruppo VI (S. enterica subsp. indica). Quello che prima era classifi-
cato come gruppo V è stato elevato allo status di specie come S. bongori 46. Questi cambia-
menti sono basati sulla caratterizzazione delle salmonelle mediante ibridizzazione DNA-
DNA ed elettroforesi enzimatica multilocus (MEE) (capitolo 11). Pertanto, l’uso comune di
considerare le serovar di salmonella come specie non è più valido. Per esempio, S. Typhimu-
rium dovrebbe essere indicata come S. enterica serovar Typhimurium o Salmonella Typhi-
murium (notare che “Typhimurium” è scritto con la maiuscola, ma non in corsivo).

Dal punto di vista epidemiologico, le salmonelle possono essere collocate in tre gruppi.

1. Infettive solo per l’uomo: includono S. Typhi, S. Paratyphi A, S. Paratyphi C. Tale grup-
po comprende gli agenti delle febbri tifoide e paratifoide, le più severe di tutte le malat-
tie causate da salmonelle. La febbre tifoide è caratterizzata da un tempo di incubazione
più lungo, determina un rialzo maggiore della temperatura corporea ed è associata a un
tasso di mortalità più elevato. S. Typhi può essere isolata dal sangue e talvolta dalle feci
e dalle urine delle vittime prima che si manifesti la febbre enterica. La sindrome parati-
foide è più lieve della tifoide.
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2. Serovar adattate all’ospite (alcune sono patogene per l’uomo e possono essere contratte
dagli alimenti): comprendono S. Gallinarum (pollame), S. Dublin (bestiame), S. Abortus-
equi (cavalli), S. Abortus-ovis (ovini) e S. Choleraesuis (suini).

3. Serovar non adattate (senza ospiti preferenziali): sono patogene per l’uomo e altri anima-
li e includono la maggior parte delle serovar che si riscontrano sugli alimenti. La salmo-
nellosi di origine alimentare sarà descritta nel paragrafo 26.1.4.

26.1.1  Sierotipizzazione di Salmonella

La sierotipizzazione dei batteri Gram-negativi è descritta nel capitolo 11. Quando si applica
alle salmonelle, le specie e le serovar vengono collocate in gruppi designati A, B, C e così
via, a seconda del contenuto di uno o più antigeni O. Pertanto, S. Hirschfeldii, S. Choleraesuis,
S. Oranienburg e S. Montevideo appartengono al gruppo C1 in quanto tutte hanno gli antige-
ni O 6 e 7 in comune. S. Newport si colloca nel gruppo C2 in quanto presenta gli antigeni O
K e 8 (tabella 26.1). Per un’ulteriore classificazione sono impiegati gli antigeni flagellari o
H. Questi antigeni sono di due tipi: fase specifica (o fase 1) e fase di gruppo (o fase 2). Gli
antigeni di fase 1 sono condivisi solamente da poche specie o varietà di Salmonella; quelli
di fase 2 possono essere distribuiti più ampiamente tra le diverse specie. Qualsiasi determi-
nata coltura di Salmonella può essere costituita da microrganismi presenti in una sola fase o
in entrambe le fasi flagellari. Gli antigeni H di fase 1 sono indicati con lettere minuscole,
mentre quelli di fase 2 con numeri arabi. Pertanto, l’analisi antigenica completa di S. Chole-
raesuis è la seguente: 6, 7, c, 1, 5, dove 6 e 7 si riferiscono agli antigeni O, c agli antigeni
flagellari di fase 1, 1 e 5 agli antigeni flagellari di fase 2 (tabella 26.1). I sottogruppi di Sal-
monella di questo tipo sono indicati come serovar. Con un numero relativamente piccolo di
antigeni O e di antigeni flagellari di fase 1 e di fase 2 è possibile un gran numero di combi-
nazioni, da cui deriva il gran numero di serovar.

La nomenclatura di Salmonella è stabilita da un accordo internazionale. Con tale sistema,
una serovar prende il nome del luogo nel quale è stata isolata per la prima volta: per esem-
pio: S. London, S. Miami e S. Richmond. Prima dell’adozione di questa convenzione, specie
e sottospecie venivano chiamate in diversi modi: per esempio, S. Typhimurium in quanto
causa della febbre tifoide nei topi.

Il ceppo 104 (DT104) di S. Typhimurium si caratterizza per la sua resistenza a cinque anti-
microbici: ampicillina, cloramfenicolo, streptomicina, sulfamidici e tetracicline (profilo AC-
SSuT). Fu osservato per la prima volta nel 1984 nel Regno Unito. Nel 1990 rappresentava
circa il 7% dei ceppi Typhimurium, nel 1995 circa il 28% e nel 1996 il 32% degli isolati dal-
l’uomo. Oltre agli antimicrobici citati, DT104 ha acquisito resistenza a trimetoprim e ai
fluorochinoloni.

26.1.2  Distribuzione

L’habitat primario di Salmonella spp. è rappresentato dal tratto intestinale di animali quali
uccelli, rettili, animali d’allevamento e uomo e, occasionalmente, insetti. Oltre che nel trat-
to intestinale, può talvolta trovarsi in altre parti del corpo. Come forme intestinali, i micror-
ganismi vengono eliminati con le feci, attraverso le quali possono essere diffuse nell’am-
biente e ritrovarsi in particolare nelle acque, specie se inquinate. Quando l’acqua e gli ali-
menti contaminati, attraverso insetti o altri veicoli, vengono consumati dall’uomo o da altri
animali, questi microrganismi vengono ancora diffusi attraverso il materiale fecale e il ciclo
continua. L’allargamento di questo ciclo attraverso il trasporto internazionale di prodotti di
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origine animale e mangimi è in larga parte responsabile della diffusione mondiale della sal-
monellosi e dei problemi che ne conseguono.

Sebbene Salmonella spp. siano state isolate ripetutamente da numerosi animali diversi, la
loro incidenza nelle diverse parti degli animali si è dimostrata variabile. In uno studio con-
dotto su maiali da macello, Kampelmacher 30 isolò questi microrganismi da milza, fegato,
bile, linfonodi mesenterici e portali, diaframma e piloro, oltre che dalle feci. L’incidenza nei
linfonodi risultò maggiore che nelle feci. In popolazioni di animali suscettibili, la diffusione
di Salmonella spp. è dovuta in parte alla contaminazione di individui privi di Salmonella da
parte di individui portatori di questi microrganismi o affetti dalla malattia. Un portatore è una
persona o un animale che diffonde ripetutamente Salmonella spp., di solito attraverso le feci,
senza mostrare segni o sintomi della malattia.

Mangimi
Nel 1989 il tasso d’incidenza di salmonelle negli alimenti industriali per animali era pari al
49% circa. Tra le aziende di rendering e di confezionamento controllate dall’USDA il tasso
era compreso tra il 20 e il 25%; nei mangimi pellettati l’incidenza era solo del 6%22. In uno
studio condotto in stabilimenti per la riproduzione e l’allevamento di polli, il 60% delle fari-
ne di carne e ossa conteneva salmonelle e il mangime risultò la fonte principale di salmonel-
le in queste aziende28. È stato osservato che, negli Stati Uniti, la contaminazione da salmo-
nelle nella produzione di polli è poco cambiata tra il 1969 e il 198928. La contaminazione da
salmonelle nei prodotti del rendering è più probabilmente dovuta a ricontaminazione. Le
serovar isolate con maggiore frequenza dai mangimi sono S. Senftenberg, S. Montevideo e
S. Cerro. S. Enteritidis non è stata isolata da prodotti destinati al rendering e da mangimi.

Prodotti alimentari
Le salmonelle sono state trovate in alimenti preparati e confezionati a livello industriale, con
17 prodotti positivi su 247 esaminati1. Gli alimenti contaminati comprendevano preparati per
torte, impasti per biscotti, e miscele per panini e focacce di mais. Questi microrganismi sono
stati isolati da farina di cocco, condimenti per insalate, maionese, latte e molti altri alimen-
ti. In uno studio su alimenti “biologici”, nessun prodotto di origine vegetale è risultato con-
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Tabella 26.1 Struttura antigenica di alcune salmonelle comuni

Antigeni H
Gruppo Serovar (Sierotipi) Antigeni O* Fase 1 Fase 2

A S. Paratyphi A 1, 2, 12 a (1, 5)
B S. Schottmuelleri 1, 4, (5), 12 b 1, 2

S. Typhimurium 1, 4, (5), 12 i 1, 2
C1 S. Hirschfeldii 6, 7, (vi) c 1, 5

S. Choleraesuis 6, 7 (c) 1, 5
S. Oranienburg 6, 7 m, t –
S. Montevideo 6, 7 g, m, s (p) (1, 2, 7)

C2 S. Newport 6, 8 e, h 1, 2
D S. Typhi 9, 12, (Vi) d –

S. Enteritidis 1, 9, 12 g, m (1, 7)
S. Gallinarum 1, 9, 12 – –

E1 S. Anatum 3, 10 e, h 1, 6

* Gli antigeni in corsivo sono associati a conversione fagica; ( ) = può essere assente.
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taminato da salmonelle, mentre da due dei tre lotti di fegato di manzo in polvere provenien-
ti dallo stesso produttore sono state isolate S. Minnesota, S. Anatum e S. Derby54. (Vedi i
capitoli 4-7 e 9.)

26.1.3  Crescita e distruzione delle salmonelle

La capacità di questi microrganismi di crescere su numerosi terreni di coltura, producendo
colonie visibili entro 24 ore a circa 37 °C, è quella tipica di altri batteri Gram-negativi. Essi
sono generalmente incapaci di fermentare lattosio, saccarosio o salicina, sebbene glucosio e
alcuni altri monosaccaridi siano fermentati con produzione di gas. Nonostante utilizzino nor-
malmente amminoacidi come fonte di azoto, per S. Typhimurium l’unica fonte di azoto è rap-
presentata da nitrati, nitriti e NH3

43. La fermentazione del lattosio non è usuale in questi
microrganismi, ma alcune serovar sono in grado di utilizzare questo zucchero.

Il pH per la crescita ottimale è intorno alla neutralità: valori superiori a 9 e inferiori a 4,0
hanno effetto battericida. In alcuni casi è stato osservato un pH minimo di crescita di 4,05
(con HCl e acido citrico); tuttavia, a seconda dell’acido impiegato per abbassare il pH, il
valore minimo può essere anche arrivare 5,515. L’effetto del tipo di acido impiegato per
abbassare il pH sul valore minimo di crescita è presentato in tabella 26.2. È stato osservato
che l’aerazione favorisce la crescita a valori di pH più bassi. I parametri di pH, attività del-
l’acqua (aw) contenuto di nutrienti e temperatura sono tutti correlati per le salmonelle, come
accade per la maggior parte degli altri batteri56. Per una crescita ottimale, le salmonelle
necessitano di un pH compreso tra 6,6 e 8,2. Le temperature più basse alle quali è stata ripor-
tate la crescita sono 5,3 °C per S. Heidelberg e 6,2 °C per S. Typhimurium38. Diversi ricerca-
tori hanno riportato temperature massime di crescita di circa 45 °C. Per quanto riguarda l’ac-
qua disponibile, è stata riportata inibizione della crescita a valori di aw inferiori a 0,94 in
mezzi con pH neutro; al diminuire del pH verso i valori minimi per la crescita sono richiesti
valori di aw più elevati.
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Tabella 26.2 Valori minimi di pH per la crescita di salmonelle
in condizioni di laboratorio ottimali

Acido pH

Acido cloridrico 4,05
Acido citrico 4,05
Acido tartarico 4,10
Acido gluconico 4,20
Acido fumarico 4,30
Acido malico 4,30
Acido lattico 4,40
Acido succinico 4,60
Acido glutarico 4,70
Acido adipico 5,10
Acido pimelico 5,10
Acido acetico 5,40
Acido propionico 5,50

Il terreno triptone glucosio estratto di lievito è stato inoculato con 104

cellule per mL di Salmonella Anatum, S. Tennessee o S. Senftenberg.
(Da Chung e Goepfert15, copyright © 1970 Institute of Food Technologists)



A differenza degli stafilococchi, le salmonelle non tollerano elevate concentrazioni di
sale: con salamoie a concentrazione superiore al 9% è stato riportato un effetto battericida. I
nitriti sono efficaci e il loro effetto è maggiore a bassi valori di pH, suggerendo che l’azione
inibitoria di tale composto è riconducibile alla molecola di HNO2 indissociata. Lerche34 stu-
diò la sopravvivenza di Salmonella spp. in maionese, osservando che il microrganismo veni-
va distrutto se il pH del prodotto era inferiore a 4,0. È stato osservato che, se il livello di con-
taminazione è elevato, possono essere necessari diversi giorni per la distruzione del micror-
ganismo, ma se il numero di cellule è ridotto sono sufficienti 24 ore. S. Thompson e S. Typhi-
murium si sono dimostrate più resistenti alla distruzione acida rispetto a S. Senftenberg.

Per quanto riguarda la distruzione termica, tutte le salmonelle vengono rapidamente
distrutte alle temperature di pastorizzazione del latte. I valori termici di D per la distruzione
di S. Senftenberg 775W in diverse condizioni sono riportati nel capitolo 17. Shrimpton e col-
leghi50 osservarono che una riduzione di 104-105 del numero di S. Senftenberg 775W in uova
intere liquide richiedeva 2,5 minuti a 54,4 °C. Questo ceppo è il più termoresistente di tutte
le serovar di salmonella. Tale trattamento delle uova intere liquide consente di ottenere un
prodotto privo di salmonelle e di distruggere le α-amilasi dell’uovo (per la pastorizzazione
dell’albume d’uovo, si veda il capitolo 17). È stato suggerito7 che il test dell’α-amilasi possa
essere utilizzato per determinare l’adeguatezza della pastorizzazione termica delle uova
liquide (analogamente all’enzima fosfatasi per la pastorizzazione del latte). In uno studio
sulla termoresistenza di S. Senftenberg 775W, Ng e colleghi42 osservarono che questo ceppo
era più termosensibile nella fase di crescita logaritmica che in quella stazionaria; inoltre, le
cellule cresciute a 44 °C erano più termoresistenti di quelle cresciute a 15 o a 35 °C.

In relazione alla distruzione di Salmonella in prodotti da forno, Beloian e Schlosser5 tro-
varono che i prodotti che raggiungevano una temperatura uguale o superiore a 160 °F (71 °C)
nella parte a riscaldamento più lento potevano considerarsi privi di Salmonella. Questi auto-
ri utilizzarono S. Senftenberg 775W a una concentrazione di 7000-10.000 cellule/mL inocu-
late in uova disidratate ricostituite. Per quanto riguarda la distruzione termica di questo ceppo
nel pollame, si raccomanda di raggiungere al cuore del prodotto temperature di almeno
160 °F 40. S. Senftenberg 775W si è dimostrato trenta volte più termoresistente di S. Typhimu-
rium42, ma in latte al cioccolato quest’ultimo microrganismo è risultato più resistente al calo-
re secco21. Nel loro studio sulla distruzione di S. Pullorum in carne di tacchino, Rogers e Gun-
derson47 osservarono che erano necessarie 4 ore e 55 minuti per distruggere un inoculo ini-
ziale di 115 milioni di cellule in tacchini di circa 10-11 lb (5-5,5 kg circa) con una tempera-
tura al cuore di 160 °F, mentre per tacchini di 18 lb (9 kg circa), erano necessarie 6 ore e 20
minuti per la completa distruzione di un inoculo iniziale di 320 milioni di cellule.

Le salmonelle sono piuttosto sensibili alle radiazioni ionizzanti; dosi di 5-7,5 kGy sono
sufficienti per eliminarle dalla maggior parte degli alimenti e dei mangimi. Per Salmonella
spp. in uova congelate è stata riportata una dose per la riduzione decimale variabile da 0,4 a
0,7 kGy. Ley e colleghi35 dimostrarono l’effetto di diversi alimenti sulla radiosensibilità delle
salmonelle. Questi autori osservarono che, in uova intere congelate, 5 kGy determinavano
una riduzione di 107 del numero di S. Typhimurium; in carne equina congelata 6,5 kGy con-
sentivano una riduzione di 105; in farina di ossa, per una riduzione di 105-108 erano necessa-
ri tra 5 e 7,5 kGy; per ottenere una diminuzione di S. Typhimurium di 103 in cocco essicca-
to erano sufficienti 4,5 kGy. (Per informazioni più dettagliate sull’effetto dell’irradiazione
sulle salmonelle, si rinvia al capitolo 15.)

In alimenti secchi S. Montevideo è risultata più resistente di S. Heidelberg, quando inocu-
late in latte in polvere, cacao in polvere, mangime per pollame, carne e farina di ossa29. La
sopravvivenza era più elevata a valori di aw di 0,43 e 0,52 rispetto a 0,75.
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26.1.4  Salmonellosi di origine alimentare

Questa sindrome è causata dall’ingestione di alimenti contenenti un numero significativo di
cellule di specie o sierotipi non ospite-specifici del genere Salmonella. I sintomi si manife-
stano generalmente entro 12-14 ore dall’ingestione dell’alimento, ma sono stati riportati
tempi sia più brevi sia più lunghi. Il quadro clinico è caratterizzato da nausea, vomito, dolo-
re addominale (non severo come nell’intossicazione stafilococcica), cefalea, brividi e diar-
rea, di norma accompagnati da malessere, prostrazione, debolezza muscolare, febbre mode-
rata, agitazione e sonnolenza. I sintomi persistono di solito per 2-3 giorni. La mortalità media
è del 4,1%, variando dal 5,8% nel primo anno di vita, al 2% fino ai 50 anni, al 15% nei sog-
getti di oltre 50 anni. Per S. choleraesuis è stato riportato il tasso di mortalità più elevato
(21%, vedi capitolo 22).

Sebbene questi microrganismi scompaiano in genere rapidamente dal tratto intestinale,
fino a 5 pazienti su 100 possono diventare portatori sani, cioè continuare a diffondere il bat-
terio attraverso le feci anche dopo la guarigione dalla malattia.

Per determinare l’infezione è di norma necessario un numero elevato di cellule, dell’ordi-
ne di 107-109/g di prodotto, ma sono stati riportati casi provocati da numeri di cellule relati-
vamente bassi18. In tre episodi, sono state riscontrate concentrazioni di 100/100 g (S.
Eastbourne in cioccolato) e di 15.000/g (S. Cubana in una soluzione di un colorante alimen-
tare rosso). In generale, il numero minimo per l’insorgenza della gastroenterite varia da 105

e 106 per S. Bareilly e S. Newport fino a 109-1010 per S. Pullorum8.

26.1.5  Caratteristiche di virulenza di Salmonella

Sebbene in salmonelle patogene siano state identificate un’enterotossina e una citotossina,
sembra che queste svolgano un ruolo solo marginale nella sindrome gastroenterica. I mecca-
nismi di virulenza delle salmonelle continuano a rimanere oscuri; una sintesi delle conoscen-
ze disponibili è presentata nel capitolo 22, insieme a quelle relative ad altri patogeni alimen-
tari Gram-negativi. 

26.1.6  Incidenza e alimenti implicati

L’esatta incidenza della salmonellosi di origine alimentare negli Stati Uniti non è nota. Le epi-
demie statunitensi di maggiori dimensioni si sono verificate in circostanze piuttosto inusuali.
La più vasta, con una stima di circa 224.000 persone colpite, è del 199423. L’alimento respon-
sabile fu un gelato prodotto con latte trasportato in cisterne che erano state utilizzate per uova
liquide. La serovar era S. Enteritidis e si registrarono casi in almeno 41 Stati. Una seconda
epidemia di vaste dimensioni si registrò nel 1985, con una stima di quasi 200.000 persone
coinvolte48 (figure 26.1 e 26.2), e fu causata da latte parzialmente scremato prodotto da un sin-
golo impianto in Illinois; in questo caso, l’agente eziologico venne identificato in S. Typhi-
murium (figure 26.1 e 26.2). La terza maggiore epidemia si verificò nel 1974 nella Navajo
Indian Reservation, con 3400 individui colpiti26. L’alimento responsabile fu un’insalata di
patate – servita a circa 11.000 persone in una festa all’aperto – che era stata preparata e con-
servata per 16 ore a temperatura non idonea prima di essere servita; la serovar isolata fu S.
Newport. S. Typhimurium è stato il singolo sierotipo più frequentemente isolato dal 1975
(figura 26.2), seguito, come si vedrà in seguito, da S. Enteritidis.

Dal 1981 al 1995, in Corea, 3504 casi di malattie batteriche di origine alimentare sono
stati causati da salmonella (23,8% del totale); in Giappone, nello stesso periodo, se ne sono
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registrati 101.395 (19,9% del totale)32. Dalla fine degli anni Settanta, S. Enteritidis è stata la
causa di una serie di epidemie nelle regioni nordorientali degli Stati Uniti e in alcune parti
dell’Europa; le epidemie statunitensi del periodo 1985-1998 sono elencate in tabella 26.3. I
casi e i decessi di tutte le epidemie sono confrontati con quelli relativi alle epidemie registra-
te in strutture sanitarie. Sebbene sia il secondo sierotipo isolato con maggiore frequenza
negli Stati Uniti, S. Enteritidis ha particolare importanza per la stretta associazione con le
uova e per il tasso di mortalità. Come si può osservare dalla tabella 26.3, nel periodo 1985-
1998 sono state registrate 796 epidemie, con 28.689 individui colpiti e 79 decessi11. Uova
crude o poco cotte hanno causato l’82% dei casi di malattia. I 79 decessi rappresentavano lo
0,28% di tutti i casi, mentre nelle strutture sanitarie il tasso di mortalità era del 3% circa.
Negli Stati Uniti, il numero di casi per 100.000 abitanti era 0,6 nel 1976 e 3,6 nel 1996. Nel
1998 l’incidenza era diminuita a 2,2/100.00011.

Poiché negli Stati Uniti S. Enteritidis è così altamente associata al consumo di uova crude
o poco cotte, il CDC ha diffuso le seguenti raccomandazioni11. (1) Il consumo di uova crude
o poco cotte dovrebbe essere evitato, specialmente da individui giovani, anziani e immuno-
compromessi; (2) per i cibi che richiedono uova crude o poco cotte, è preferibile usare pro-
dotti a base di uova pastorizzate; (3) le uova dovrebbero essere cotte a ≥145 °F (63 °C) per
15 secondi, o comunque fino a consistenza ferma sia del tuorlo sia dell’albume, e dovrebbe-
ro essere consumate rapidamente; (4) sformati e altri piatti contenenti uova crude dovrebbe-
ro essere cotti a 160 °F (71 °C); (5) le uova crude dovrebbero essere sempre conservate a
≤ 45 °F (7,2 °C).

Nel 1988 S. Enteritidis era la serovar più frequentemente isolata da uova in Spagna44 e la
principale causa di salmonellosi alimentare in Inghilterra e Galles, dove fu isolata sia da
carne di pollame sia da uova24. A differenza delle epidemie statunitensi, quelle europee sono
state causate da ceppi del fagotipo 4, che, rispetto ai fagotipi 7, 8 o 13a, sono più invasivi
per i polli giovani 24. 
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Tabella 26.3 Epidemie di salmonellosi da Salmonella Enteritidis per anno (Stati Uniti, 1985-1998)

Tutte le epidemie Epidemie in strutture sanitarie

Anno N. epidemie N. casi Decessi N. epidemie N. Casi Decessi

1985 26 1.159 1 3 55 1
1986 47 1.444 6 6 96 5
1987 58 2.616 15 8 489 14
1988 48 1.201 11 8 227 9
1989 81 2.518 15 19 505 13
1990 85 2.656 3 12 265 3
1991 74 2.461 5 8 118 4
1992 63 2.348 4 2 42 2
1993 66 2.215 6 6 66 4
1994 51 5.492 0 2 32 0
1995 56a 1.312 8 6 147 6
1996 50 1.460 2 3 64 0
1997 44 1.098 0 1 13 0
1998 47 709 3 3 32 3
Totale 796 28.689 79 (0,28%) 87 2.151 64 (3%)

a Include un’epidemia associata a un’esposizione di varani di Komodo in un giardino zoologico. (Da CDC11)



Non è chiaro per quale motivo l’aumento di incidenza delle epidemie da S. Enteritidis sia
associato al consumo di uova e prodotti avicoli. Il microrganismo è stato ritrovato da alcuni
ricercatori all’interno di uova e ovaie di galline44, mentre altri non sono riusciti a isolarlo in
uova integre; è stato trovato nelle ovaie delle galline solo in 1 allevamento su 42 esaminati,
situati principalmente negli Stati Uniti sudorientali2. Le epidemie di S. Enteritidis si sono
verificate in luglio e agosto con frequenza maggiore che negli altri mesi. I ceppi in questio-
ne non sono termoresistenti e molte epidemie si sono verificate in seguito al consumo di
uova crude o poco cotte. In uno studio, nel quale S. Enteritidis è stata inoculata nel tuorlo
d’uovo di galline normali, non si è osservata crescita a 7 °C in 94 giorni6. La crescita a 37 °C
è stata più rapida nei tuorli di uova deposte da galline normali che in quelli provenienti da
galline sieropositive. Le possibili modalità attraverso le quali S. Enteritidis può penetrare
nelle uova sono le seguenti31:

1. transovariale;
2. traslocazione dal peritoneo al sacco del tuorlo o all’ovidotto;
3. penetrazione attraverso il guscio mentre le uova attraversano la cloaca;
4. lavaggio delle uova;
5. contaminazione da parte degli addetti alla lavorazione.

A parte quella di S. Enteritidis con pollame e prodotti a base di uova, è difficile predire
per la maggior parte delle altre serovar di Salmonella l’associazione con specifici prodotti
alimentari. Le tre epidemie statunitensi ricondotte a pomodori freschi negli anni 1990 e 1993
e tra il 1997 e il 1998 sono state causate da diversi sierotipi (tabella 26.4). S. Muenchen è
stata, nel 1999, l’agente eziologico di due epidemie: una dovuta al consumo di succo d’aran-
cia13 e l’altra a germogli di alfalfa45. Nel 2002 si è diffusa in diversi Stati un’epidemia cau-
sata da S. Poona e ricondotta al consumo di melone cantalupo fresco proveniente dal Messi-
co10; S. Tennessee ha provocato nel 2003 un’epidemia dovuta al consumo di latte crudo, che
si è diffusa in tre Stati degli Stati Uniti9.
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Tabella 26.4 Alcune epidemie di salmonellosi non tifoide di origine alimentare*

Prodotti/Luogo/Anno N. di casi Sierotipo

Pomodori freschi, 5 Stati USA, 1990 176 Javiana

Pomodori freschi, Stati Uniti, 1993 100 Montevideo

Pomodori freschi, 8 Stati USA, 1998-1999 85 Baidon

Germogli di alfalfa, 7 Stati USA, 1999 157 Muenchen

Germogli di alfalfa, 4 Stati USA, 2001 31 Kottbus

Meloni cantalupe, 12 Stati USA, e Canada, 2002 47 Poona
Succo d’arancia non pastorizzato, 13 Stati USA, 298 Muenchen
2 Province canadesi, 1999

Uova crude/poco cotte, 4 Stati USA, 1997-1998 241 Enteritidis

Carne di manzo macinata cruda o poco cotta, 47 Newport

5 Stati USA, 2002

Cioccolato, Germania, Danimarca e altri 8 Paesi, 2001 >316 Oranienburg

Arachidi di Shandong, Australia, Canada, Regno Unito, 2001 ~102 Stanley

* Dati tratti dalla letteratura.



Di seguito è presentato un quadro sintetico dei principali sierotipi isolati in alcuni paesi
da sei fonti diverse.

1. Alimenti al dettaglio in Corea (1993-2001). Il 2,2% dei 1334 campioni testati era positi-
vo per salmonella; i sierotipi più frequenti erano: Enteritidis, Virginia, Haardt16. 

2. Carne tritata di manzo e di maiale in Germania (1996-1997). Su 1445 campioni, il 6,3%
era positivo per salmonella; i sierotipi più comuni erano: Typhimurium, Derby, Typhimu-
rium var. Copenhagen53.

3. Alimenti e bevande a Singapore (1998). Dei 2617 campioni, l’1,4% era positivo per sal-
monella; i sierotipi più frequenti erano: Typhimurium, Agona, Dumfries e Enteritidis41.

4. Mangime per galline in Giappone (1993-1998). Lo 0,5% di 10.418 campioni era positivo
per salmonella; sierotipi più frequenti: non-tipizzabile, Eastbourne, Orion49.

5. Feci di bestiame allevato negli Stati Uniti (1996). Su 4977 campioni testati, il 5,5% era
salmonella positivo; sierotipi più frequenti: Anatum, Montevideo, Muenster 20.

6. Feci di vacche negli Stati Uniti (1998). I tre sierotipi più frequenti erano: Oranienburg,
Cerro, Anatum19.

26.1.7  Prevenzione e controllo della salmonellosi

Il tratto intestinale dell’uomo e di altri animali è il serbatoio principale dell’agente eziologi-
co. Il materiale fecale animale svolge un ruolo più importante di quello umano; i rifugi degli
animali possono contaminarsi con le feci. Salmonella spp. sono mantenute all’interno di una
popolazione animale attraverso le infezioni asintomatiche di animali e i mangimi animali.
Entrambe le fonti fanno sì che gli animali da macello vengano reinfettati in maniera ciclica,
anche se i mangimi sembrano essere meno importanti di quanto si ritenesse in passato.

La contaminazione secondaria è un’altra importante fonte di salmonelle nelle infezioni
umane. La loro presenza nelle carni, nelle uova e anche nell’aria rende inevitabile la conta-
minazione di alcuni alimenti attraverso l’intervento degli addetti alla manipolazione e il con-
tatto diretto tra alimenti contaminati e alimenti non contaminati25.

Considerando la distribuzione mondiale delle salmonelle, il controllo definitivo della salmo-
nellosi di origine alimentare sarà possibile solo liberando gli animali e l’uomo da questo
microrganismo. Tale obiettivo è ovviamente difficile, ma non impossibile; solo 35 serovar circa
delle oltre 2400 rappresentano il 90% degli isolati umani e l’80% circa di quelli non umani37.

A livello del consumatore, si ritiene che il portatore sano di Salmonella abbia un certo
ruolo, ma quanto sia importante tale ruolo può non essere chiaro. La preparazione e la mani-
polazione inappropriate degli alimenti, sia in ambito domestico sia nelle aziende di ristora-
zione, continuano a essere i fattori principali nelle epidemie.

Per quanto riguarda la colonizzazione dei polli da parte di S. Enteritidis, uno studio ha uti-
lizzato un ceppo del fagotipo 8, somministrandone per via orale livelli di 108 a galline ova-
iole adulte31. Entro due giorni il microrganismo è stato ritrovato in tutto il corpo, inclusi
ovaio e ovidotto; è stato isolato anche da alcune uova in formazione, sebbene l’incidenza
fosse molto più bassa nelle uova appena deposte. I ricercatori hanno concluso che le uova in
formazione sono soggette a infezione discendente dai tessuti ovarici colonizzati, a infezioni
ascendenti da tessuti vaginali e cloacali e a infezioni laterali da tessuti colonizzati dell’ovi-
dotto superiore31. Le uova in schiusa rivestono un’importanza critica in quanto, se contami-
nate, i pulcini potrebbero infettarsi in questa fase precoce. Le salmonelle penetrano rapida-
mente nelle uova fertili appena deposte, vengono intrappolate nella membrana e possono
essere ingerite dall’embrione al momento della schiusa.
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26.1.8  Esclusione competitiva per ridurre le infezioni nel pollame

È opinione generalmente condivisa che la fonte primaria delle salmonelle nei prodotti avico-
li sia il tratto gastrointestinale, compreso l’intestino cieco. Se i pulcini vengono colonizzati
da salmonelle, i batteri possono essere eliminati con le feci, attraverso le quali altri uccelli
possono contaminarsi. Tra i possibili metodi per ridurre o eliminare i portatori intestinali vi
è l’esclusione competitiva (concetto di Nurmi).

Quando le salmonelle, in condizioni naturali, sono presenti al momento della schiusa, i
pulcini sviluppano una microflora intestinale costituita da questi microrganismi e da campi-
lobatteri, oltre che da una varietà di non patogeni. Una volta insediati, i patogeni possono
rimanere nell’intestino ed essere diffusi attraverso gli escrementi per tutta la vita del volati-
le. L’esclusione competitiva è un fenomeno basato sulla somministrazione a giovani pulcini
di feci di volatili privi di salmonella o di una coltura fecale mista di batteri, in modo che pos-
sano colonizzare gli stessi tratti intestinali utilizzati dalle salmonelle ed escludere un succes-
sivo attacco di salmonelle o di altri enteropatogeni. Questo concetto fu proposto negli anni
settanta; da allora è stato studiato rivelandosi praticabile, secondo numerosi ricercatori, per
l’esclusione delle salmonelle.

La microflora priva di enteropatogeni può essere somministrata a pulcini appena nati per
via orale con l’acqua o mediante inoculo spray nell’incubatore. La protezione si instaura
entro poche ore e generalmente persiste per tutta la vita del volatile o finché questa flora
rimane indisturbata. Volatili più adulti possono essere trattati previa somministrazione di
agenti antibatterici, in grado di eliminare gli enteropatogeni, e successiva somministrazione
della microflora per l’esclusione competitiva. Sono efficaci solo le cellule vitali e sembra che
siano necessari sia i componenti aerobi sia quelli anaerobi della microflora intestinale. Sem-
bra che il gozzo e l’intestino cieco siano i principali siti di adesione, con prevalenza del cieco
nei polli privi di germi. In uno studio, la flora protettiva rimaneva adesa alle pareti del cieco
dopo quattro lavaggi consecutivi52. Una protezione parziale è ottenuta dopo 0,5-1,0 ora, ma
per una protezione completa sono necessarie 6-8 ore dal trattamento di pulcini di un giorno
di vita50. Una rassegna sulla microbiologia dell’esclusione competitiva di Salmonella nel
pollame, ha evidenziato che l’utilizzo di colture non definite dava luogo a una protezione
migliore rispetto all’uso di colture definite, specialmente in condizioni di laboratorio51.

Prove in campo in diversi Paesi europei hanno dimostrato il successo del trattamento di
esclusione competitiva sia nella prevenzione sia nella riduzione dell’ingresso di salmonelle
nei volatili d’allevamento sia pulcini sia adulti 39. In pulcini pretrattati con una coltura ceca-
le e successivamente posti a contatto con Salmonella sp., quest’ultima non è riuscita a mol-
tiplicarsi nell’intestino cieco in 48 ore, mentre nei volatili di controllo non trattati si verifi-
cava la colonizzazione del cieco con più di 106 salmonelle/g 27.

Il principio di esclusione competitiva si basa sul fatto che le salmonelle e la flora nativa
dell’intestino competono per gli stessi siti d’adesione sulle pareti intestinali. La natura esat-
ta delle adesine batteriche non è del tutto chiara, sebbene si ritenga che fimbrie, flagelli e pili
abbiano un ruolo. Per quanto riguarda l’adesione delle salmonelle alla pelle del pollame,
queste strutture cellulari batteriche non si sono dimostrate importanti36; potrebbero essere
coinvolti polisaccaridi extracellulari originati dal glicocalice e, in tal caso, il trattamento dei
pulcini con questo materiale potrebbero essere efficace quanto l’uso di colture vive. Il trat-
tamento di esclusione competitiva sembra abbastanza fattibile per gli allevamenti avicoli di
grandi dimensioni, ma meno praticabile per i piccoli produttori.

Il mannosio è un recettore del tratto intestinale al quale si legano i batteri patogeni come
le salmonelle. Poiché il lievito Saccharomyces cerevisiae var. boulardii contiene mannosio

Microbiologia degli alimenti678



nella parete esterna, alcuni hanno suggerito che la somministrazione di questo lievito a pul-
cini suscettibili dovrebbe ridurre l’attacco di salmonelle. In pratica, il materiale della parete
cellulare di tale lievito competerebbe con il tratto gastrointestinale per i patogeni.

Il possibile impiego di colture probiotiche per escludere alcuni patogeni Gram-negativi
dalla flora intestinale è stato studiato da diversi gruppi. Usando una combinazione di 3 ceppi
di batteri probiotici (esclusione competitiva di ceppi di E. coli) su vitelli svezzati e trattando
questi ultimi con i sierotipi O111:NM, O26:H11 e O157:H7 di E. coli, i vitelli trattati con
probiotici mostravano una riduzione significativa nella diffusione di due dei tre patogeni, ma
non di E. coli sierotipo O26:H1155. In un altro studio, una coltura mista di Lactobacillus cri-
spatus e Clostridium lactatifermentans coltivati in condizioni di crescita simili a quelle del-
l’intestino cieco, inibiva la crescita di S. Enteritidis 57. In una ricerca, a pulcini di 30 ore di
vita sono state somministrate per via orale 109 cellule per pulcino di un ceppo di Enterococcus
faecium isolato da pollo; i pulcini sono stati successivamente trattati con 105 cellule di S.
Pullorum per pulcino e sono sopravvissuti. Tuttavia, i pulcini infettati il primo giorno e poi
trattati con la coltura lattica morivano dopo quattro giorni2. Gli autori di questa ricerca hanno
concluso che il ceppo di E. faecium potrebbe prevenire le infezioni di S. Pullorum in pulci-
ni appena nati, ma non è un buon agente terapeutico.

26.2  Shigellosi

Il genere Shigella appartiene alla famiglia delle Enterobacteriaceae, così come le salmonel-
le e le escherichie. Se ne riconoscono solo quattro specie: S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii
e S. sonnei. S. dysenteriae è il patogeno principale, che causa la classica dissenteria bacilla-
re; è noto che, in individui suscettibili, 10 ufc sono sufficienti per determinare l’infezione.
Elaborando con un modello matematico i dati relativi a due epidemie verificatesi su navi da
crociera, è stato stimato che le epidemie potevano essere state causate dall’ingestione di una
media di 344 cellule di Shigella per pasto e da 10,5 a 12 cellule per bicchiere d’acqua17. Seb-
bene questa sindrome possa essere contratta dagli alimenti, questa specie non è considerata
un microrganismo responsabile di intossicazioni alimentari alla stregua delle altre tre e non
sarà qui approfondita. A differenza delle salmonelle e delle escherichie, le shigelle non
hanno serbatoi non umani noti. Alcune delle numerose differenze tra questi tre generi sono
riportate in tabella 26.5. Le shigelle sono filogeneticamente più vicine alle escherichie che
alle salmonelle.

Le tre specie d’interesse come agenti eziologici di gastroenteriti alimentari si collocano in
gruppi serologici separati sulla base degli antigeni O: S. flexneri nel gruppo B, S. boydii nel
gruppo C e S. sonnei nel gruppo D. Esse sono immobili, ossidasi negative, producono acido
solo dagli zuccheri, non crescono utilizzando citrato come unica fonte di carbonio, non cre-
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Tabella 26.5 Confronto tra Salmonella, Shigella ed Escherichia

Genere Glucosio Mobilità H2S Indolo Citrato Mol% G+C

Escherichia AG +* – +** – 48-52
Salmonella AG +* + – + 50-53
Shigella A – – – – 49-53

AG = assimilazione e fermentazione con produzione di gas. A = assimilazione.
* Generalmente.
** Ceppi tipo 1.
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scono su KCN agar e non producono H2S. In generale, il loro sviluppo sui comuni mezzi col-
turali non è abbondante come quello delle escherichie. Delle shigelle isolate da casi clinici
negli Stati Uniti nel 1984, il 64% era costituito da S. sonnei, il 31% da S. flexneri, il 3,2%
da S. boydii e l’1,5% da S. dysenteriae 14.

In relazione alle esigenze nutrizionali, le specie d’interesse appartenenti a Shigella sono
simili alla maggior parte degli altri batteri enterici; è stata riportata la crescita a temperature
comprese tra 10 e 48 °C. In uno studio, non è stata osservata crescita di S. flexneri in brodo
brain heart infusion (BHI) a 10 °C 59. Sembra che S. sonnei possa crescere a temperature più
basse rispetto alle altre tre specie. È stato osservato sviluppo a pH 5,0, ma la crescita ottima-
le si verifica nel range 6-8. Con S. flexneri, in brodo BHI non si otteneva crescita a pH 5,5 e
a 19 °C 59. È stato dimostrato che questa specie viene inibita dai nitriti al diminuire della tem-
peratura e del pH o all’aumentare della concentrazione di NaCl58. Non è chiaro se crescano
a valori di aw inferiori a quelli ai quali possono svilupparsi le salmonelle o le escherichie. La
loro resistenza termica sembra simile a quella dei ceppi di E. coli.

26.2.1  Casi di origine alimentare

Nel periodo 1973-1987, negli Stati Uniti, la shigellosi alimentare ha rappresentato il 12% dei
casi di malattia a trasmissione alimentare per i quali è stato possibile individuare un agente
eziologico, collocandosi al terzo posto dopo l’intossicazione alimentare da stafilococco
(14%) e la salmonellosi (45%)4. La scarsa igiene personale è un fattore comune nella shigel-
losi di origine alimentare, con crostacei, frutta e verdura, pollo e insalate tra i principali ali-
menti responsabili. La rilevanza di questi alimenti è dovuta alla via di trasmissione oro-feca-
le. Le shigelle non sono persistenti nell’ambiente quanto le salmonelle e le escherichie. Gli
isolamenti documentati delle specie di Shigella negli Stati Uniti per gli anni 1975-2000 sono
riportati in figura 26.3. Dovrebbe essere osservato che gli isolamenti riportati sono relativi a
molteplici fonti, inclusi gli alimenti. S. sonnei è chiaramente la specie isolata con maggior
frequenza, seguita da S. flexneri. I casi statunitensi di shigellosi (per 100.000 abitanti) regi-
strati nel periodo 1970-2000 sono rappresentati in figura 26.4 e comprendono sia quelli di
origine alimentare sia quelli di origine non alimentare.

Nel 2000, S. sonnei ha causato un’epidemia, con 30 vittime, in tre stati occidentali degli
Stati Uniti; l’alimento implicato era un panettone gastronomico a 5 strati, farcito con diver-
se salse, servito come antipasto12. Gli strati consistevano di fagioli/salsa/guacamole/nacho
cheese/panna acida. Un’epidemia dovuta a S. sonnei, e ricondotta al consumo di formaggio
fresco da latte pastorizzato, si è verificata in Spagna nel 1995-1996. Le vittime sono state
oltre 200 e sembra che la fonte di contaminazione del patogeno per gli individui suscettibili
sia stato un addetto alla manipolazione infetto.

26.2.2  Caratteristiche di virulenza

I meccanismi di virulenza delle shigelle sono molto più complessi di quanto si ritenesse in
passato; sono discussi nel capitolo 22 insieme alle salmonelle e ad alcuni ceppi di E.coli.
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Il ruolo di Escherichia coli come patogeno associato agli alimenti fu stabilito nel 1971, quan-
do alcuni formaggi importati in 14 Stati degli Stati Uniti risultarono contaminati da un ceppo
enteroinvasivo, che causò malattia in quasi 400 persone. Prima del 1971, almeno cinque epi-
demie di origine alimentare furono registrate in altre nazioni: la prima si verificò in Inghil-
terra nel 1947. Come patogeno umano, vi sono evidenze che suggeriscono che fosse noto
come causa di diarrea nei bambini già nel Settecento60. Dalle epidemie statunitensi del 1982
e del 1993, che si verificarono in seguito al consumo di carne, lo status di questo batterio
come patogeno alimentare è indiscusso. Il ruolo di Escherichia coli quale indicatore di con-
taminazione fecale è discusso nel capitolo 20, i metodi di coltura e isolamento sono esami-
nati nel capitolo 10, mentre i metodi molecolari e i saggi biologici per la sua individuazione
sono illustrati nei capitoli 11 e 12. Per una rassegna più dettagliata su E. coli O157:H7 come
patogeno emergente, si veda il riferimento bibliografico 69.

27.1  Classificazione sierologica

La procedura per la tipizzazione sierologica dei ceppi patogeni di Escherichia è uguale a
quella descritta nel capitolo 11 per le altre Enterobacteriaceae. Sono stati riconosciuti oltre
200 sierotipi O per E. coli. Poiché le proteine flagellari sono meno eterogenee delle catene
laterali di carboidrati che costituiscono i gruppi O, esiste un numero considerevolmente più
basso di tipi antigenici H (circa 30).

27.2  Gruppi di virulenza riconosciuti

Sulla base delle sindromi e delle caratteristiche, come pure dei loro effetti su alcune colture
cellulari e su determinati raggruppamenti sierologici, si riconoscono cinque gruppi di virulen-
za di E. coli: enteroaggreganti (EAggEC), enteroemorragici (EHEC), enteroinvasivi (EIEC),
enteropatogeni (EPEC) ed enterotossigeni (ETEC).

27.2.1  E. coli enteroaggreganti (EAggEC)

Questo gruppo (definito anche enteroaderente) è correlato a EPEC, ma l’adesione aggregan-
te mostrata da questi ceppi è unica. I ceppi aderiscono alle cellule HEp-2 con una modalità
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localizzata, definita stacked-brick-type (“a mattoni impilati”) e portano un plasmide di 60
MDa necessario per la produzione di fimbrie responsabili dell’espressione della capacità
aggregante e di una specifica proteina di membrana esterna (OMP). Si è osservato che anti-
corpi attivi contro la OMP di un ceppo prototipo prevenivano l’adesione alle cellule HEp-220.
Una sonda di DNA per EAggEC, costruita utilizzando un frammento di 1,0 kilobase (kb)
ottenuto dal plasmide di 60 MDa del ceppo prototipo (O3:H2), ha mostrato una specificità
del 99% per questi ceppi4. Alcuni ceppi EAggEC producono un’enterotossina termostabile
(ST) denominata EAST175. Il gene plasmidico per EAST1 è astA, che codifica per una mole-
cola di 38 amminoacidi, a differenza di estA che codifica per l’enterotossina STa costituita
da 72 amminoacidi75. Questi ceppi producono un’enterotossina/citotossina di circa 108 kDa,
localizzata sul grosso plasmide di virulenza. La caratteristica clinica distintiva dei ceppi
EAggEC è una diarrea persistente che dura oltre 14 giorni, specialmente nei bambini; essi,
tuttavia, non sono la causa principale della diarrea del viaggiatore15.

Non è chiaro se i componenti di questo gruppo siano patogeni trasmessi dagli alimenti.
Alcuni dei sierotipi nei quali sono stati riscontrati ceppi di EAggEC, sono elencati in tabel-
la 27.1. Due sierotipi considerati come prototipi sono O3:H2 e O4:H7; un sierotipo (O44)
contiene ceppi sia EAggEC sia EPEC76.
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Tabella 27.1 Alcuni dei sierotipi O riscontrati tra i cinque gruppi di virulenza*

EAggEC EHEC EIEC EPEC ETEC

3 2 28ac 18ab 6

4 5 29 19ac 8

6 6 112a 55 15

7 4 124 86 20

17 22 135 111 25

44 26 136 114 27

51 38 143 119 63

68 45 144 125 78

73 46 147 126 80

75 82 152 127 85

77 84 164 128ab 101

78 88 167 142 115

85 91 158 128ac

111 103 139

127 113 141

142 104 147

162 111 148

116 149

118 153

145 159

153 167

156

157

163

* Alcuni sierotipi (per esempio il 111) sono elencati in più di un gruppo di virulenza.



27.2.2  E. coli enteroemorragici (EHEC)

Questi ceppi sono per alcuni aspetti simili e per altri diversi dai ceppi EPEC. Sono simili agli
EPEC in quanto possiedono il gene cromosomico eaeA (o uno simile) e producono lesioni
da adesione-distruzione (si veda il paragrafo su EPEC). A differenza dei ceppi EPEC, gli
EHEC colpiscono solo l’intestino crasso (nei giovani maiali da esperimento) e producono
grandi quantità di tossine Shiga-like (SLT, Stx, vedi oltre). Gli EHEC producono un plasmi-
de di 60 MDa, che codifica per le fimbrie che mediano l’adesione a cellule colturali, e non
invadono le linee cellulari HEp-2 o INT407, sebbene alcuni ceppi abbiano la capacità di
invadere linee cellulari epiteliali umane 64. Alcuni ceppi EHEC producono curli, una varietà
di fimbrie che facilita l’adesione delle cellule alle superfici. 

Tossine
Shigella dysenteriae produce una potente tossina comunemente nota come Shiga-tossina (da
K. Shiga che per primo isolò e studiò il microrganismo). Le tossine dei ceppi EHEC di E.
coli sono state definite tossine Shiga-like (verotossina, verocitotossina) e i due prototipi
come SLT-I e SLT-II. Tuttavia, è stata in seguito applicata una nuova terminologia e SLT-I e
SLT-II sono ora denominate, rispettivamente Stx1 e Stx2 9. I geni per Stx1 e Stx2 sono codi-
ficati da batteriofagi temperati in alcuni ceppi EHEC. Stx1 differisce da Stx (Shiga-tossina)
per tre nucleotidi e un amminoacido e viene neutralizzata dagli anticorpi per Stx. Stx1 e Stx2
differiscono per la mancanza di cross-neutralizzazione da parte di antisieri policlonali omo-
loghi e per l’assenza di cross-ibridizzazione DNA-DNA dei loro geni in condizioni partico-
larmente stringenti9. Stx2 e Stx2e (prima denominata SLT-IIv, VTe) sono neutralizzate da
antisieri attivi contro Stx2 ma non da quelli attivi contro Stx. Stx2e è una variante di Stx2
più tossica per le cellule Vero che per le cellule HeLa e, come Stx, è codificata da un gene
localizzato su un cromosoma 52,63. Tutte le Stx sono citotossiche per le cellule Vero e letali per
i topi; inoltre producono risposte positive alla legatura dell’ileo di coniglio. Tutte le Stx sono
formate da una singola subunità A enzimaticamente attiva e da molteplici subunità B. Le cel-
lule sensibili alle Stx possiedono il recettore per la tossina, globotriaosilceramide (Gb3); il
butirrato di sodio sarebbe coinvolto nella sensibilizzazione delle cellule alle Stx53. Dopo che
si sono legate al Gb3, le tossine vengono internalizzate mediante trasporto alla parte trans del
complesso del Golgi. Una volta all’interno delle cellule ospiti, la subunità A si lega e rilascia
un residuo di adenina dall’RNA ribosomiale (rRNA) 28S della subunità ribosomiale 60S, ini-
bendo la sintesi proteica. Le subunità B formano pentameri in associazione con una singola
subunità A e sono quindi responsabili del legame della tossina ai recettori glicolipidici neu-
tri. Sebbene il sierotipo O157:H7 sia il prototipo di questo gruppo, le Stx sono prodotte da
numerosi sierotipi, alcuni dei quali sono riportati in tabella 27.1. Per ragioni non chiare, la
Stx2 sembra avere un’importanza maggiore della Stx1 nell’eziologia della colite emorragica
(CE) e della sindrome emolitico-uremica (SEU) 63.

Crescita e produzione della tossina Stx
Le esigenze nutrizionali dei ceppi produttori di Stx non sono diverse da quelle della maggior
parte degli altri ceppi di E. coli (cap. 20). I dati riportati in merito all’effetto della tempera-
tura sulla produzione di Stx non sono concordi. In uno dei primi studi non si è osservato
alcun effetto della temperatura sulla sintesi di Stx1, che risultava invece inibita dal ferro91.
In un altro studio, la produzione di Stx si verificava a tutte le temperature che supportavano
la crescita (figura 27.1), sebbene la quantità di tossina sintetizzata dalle cellule cresciute a
21 °C fosse inferiore rispetto a quella prodotta a 37 °C, nonostante il numero di cellule fosse
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simile1. In un impasto di carne bovina arrosto macinata il ceppo O157:H7 produceva Stx sia
a 21 sia a 37 °C entro 24 ore1. In uno studio precedente, che utilizzava un ceppo O157:H7 in
latte e carne bovina fresca macinata, Stx1 era prodotta a livelli massimi a 37 °C in entrambi
i prodotti, ma a 25 o 30 °C poteva essere trovata solo in tracce 90. Le concentrazioni più ele-
vate si ottenevano in carne bovina fresca macinata (452 ng/g), mentre in latte posto in agita-
zione per 48 ore il livello massimo osservato era 306 ng/mL. In carne bovina fresca macina-
ta mantenuta a 8 °C per 14 giorni la tossina non è stata rilevata. Non vi sono prove che la Stx
preformata abbia un ruolo di alcun tipo nelle patologie causate da ceppi EHEC. La tempera-
tura di crescita media ottimale per 20 ceppi di E. coli O157:H7 era 40,2 °C in Mueller-Hin-
ton broth, rispetto alla media di 41,7 °C osservata per ceppi non-O157:H7 30.

In riferimento alla temperatura minima per la produzione di Stx in brodo brain heart infu-
sion (BHI), 4 ceppi su 16 crescevano a 8 °C ma non a 5, mentre 12 ceppi crescevano a 10 ma
non a 8 °C 68. Per tre dei 16 ceppi il numero di cellule aumentava di 1000 volte in 4-6 giorni
a 10 °C e, come si è visto, Stx veniva prodotta a tutte le temperature che consentivano la cre-
scita68. Dopo incubazione a 21 e 37 °C le concentrazioni di Stx1 erano, rispettivamente, di
63 e 85 ng/mL di impasto1. A differenza della maggior parte dei ceppi di E. coli, i ceppi
O157:H7 non si sviluppano in EC (Escherichia coli) medium a 44,5 °C; la loro temperatura
massima di crescita in tale mezzo è 42 °C circa71.

Effetto degli agenti ambientali e fisici
L’interesse per la sensibilità dei ceppi EHEC all’acidità è aumentato in seguito a un’epidemia
ricondotta al consumo di sidro di mela non pastorizzato6; il prodotto aveva un pH compreso
tra 3,7 e 3,9. In uno studio EC O157:H7 sopravviveva fino a 56 giorni a pH ≥4,0, utilizzando
tryptic soy broth e diversi acidi per regolare il pH 16. In un’altra ricerca, in cui il pH di Luria
broth era stato regolato con HCl, non si è osservata perdita di vitalità di un ceppo di EC
O157:H7 per almeno 5 ore a pH 3,0-2,5 a 37 °C 5. In uno studio più approfondito, condotto
utilizzando sidro di mele con valori di pH compresi tra 3,6 e 4,0 e inoculi di EC O157:H7 di
102-105, le cellule sopravvivevano per 2-3 giorni a 25 °C 98. A 8 °C, un inoculo di 105/mL
aumentava solo di 1 log circa in 12 giorni e sopravviveva per 10-31 giorni. Mentre il sorbato
di potassio mostrava solo una modesta efficacia, il sorbato di sodio riduceva il tempo di
sopravvivenza a 2-10 giorni a 8 °C e a 1-2 giorni a 25 °C 98. La crescita di EC O157:H7 è stata
dimostrata in trypticase soy broth a pH 4,5 utilizzando HCl, mentre usando acido lattico per
ottenere lo stesso pH non si verificava alcuna crescita e il pH minimo era 4,6 29.

In uno studio sulla sopravvivenza di EC O157:H7 in maionese commerciale, si osservava
sopravvivenza per 35 giorni in prodotti conservati a 5 e 7 °C, mentre non potevano essere
rilevate cellule dopo 72 ore quando il prodotto era mantenuto a 25 °C 89. La maionese aveva
pH 3,65 e l’inoculo era di circa 107 ufc/g. Con inoculi di log 6,23/g in maionese commercia-
le, e conservazione a 5, 20 o 30 °C, il ceppo O157:H7 non cresceva e si avvicinava a livelli
non determinabili dopo 93 giorni a 5 °C 37. In un altro studio ≥6 log ufc di un ceppo EHEC
sono stati inoculati in cinque condimenti commerciali, a base di maionese normale e di maio-
nese a ridotto contenuto di grassi e/o calorie, mantenuti a 25 °C 24; il pH variava tra 3,21 e
3,94: i prodotti con pH <3,6 inattivavano rapidamente EHEC, determinando una riduzione di
≥7 log ufc in ≤1-3 giorni. È stato dimostrato che le cellule EHEC sopravvivono più a lungo
in alimenti acidi se vengono prima coltivate in un ambiente con pH intorno a 5,050. Due ceppi
EHEC sopravvivevano per 18 giorni a 4 °C in quattro varietà di mele macinate il cui pH fina-
le era compreso tra 3,91 e 5,1127. Le mele cadute dagli alberi possono essere contaminate da
ceppi di EHEC presenti nei pascoli, ma anche da mosche della frutta infette. Altre informa-
zioni sulla tolleranza all’acidità dei ceppi di E. coli sono riportate nel capitolo 22.
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Per quanto riguarda la tolleranza al sale di un ceppo EC O157:H7, il 4,5% di NaCl in
brodo causava un aumento di tre volte del tempo di replicazione, mentre con il 6,5% si osser-
vava una fase lag di 36 ore, con un tempo di generazione di 31,7 ore; con concentrazioni di
NaCl ≥8,5% non si verificava crescita29. Nello stesso studio EC O157:H7 sopravviveva
durante la fermentazione di salami ma non si sviluppava quando queste venivano conserva-
te a 4 °C per 2 mesi dopo essere state inoculate con 4,8 ×104 cellule29.

La resistenza termica dei ceppi EHEC non è diversa da quella della maggior parte dei bat-
teri Gram-negativi, anche se questi ceppi sembrano essere più termosensibili della maggior
parte delle salmonelle. Uno studio recente ha evidenziato differenze nei valori termici di D
tra diversi prodotti carnei, riscontrando i seguenti valori di D60 °C (minuti)2:

0,45-0,47 manzo
0,37-0,55 salame suino
0,38-0,55 pollo
0,55-0,58 tacchino

I valori di D aumentavano all’aumentare del contenuto di grassi e tale fenomeno è ben
noto (vedi cap. 17). Questi risultati supportano uno studio precedente in cui i valori di D e z
per carne di manzo a elevato tenore di grassi e magra erano51:

30,5% di grassi D = 0,45 minuti z = 8,37 °F
2,0% di grassi D = 0,30 minuti z = 8,30 °F

In un altro studio, un inoculo di circa 103/g del ceppo O157:H7 in carne bovina a basso
tenore di grassi macinata, veniva distrutto cuocendo il prodotto a una temperatura interna di
66, 68 o 72 °C 25. Uno studio recente sulle proprietà termiche di EC O157:H7 in succo di
mela ha rivelato che è possibile ottenere un processo 4-D riscaldando a 60 °C per circa 1,6
minuti78. Questo dato si basa sui valori di D a 52 °C ottenuti da 20 diversi esperimenti con
tempi variabili da 9,5 a 30 minuti, con una media di 18 minuti e un valore di z di 4,8 °C. Seb-
bene in succo di mela le cellule di EC O157:H7 diventassero più termosensibili aumentando
la concentrazione di acido L-malico da 0,2 a 0,8% o riducendo il pH da 4,4 a 3,6, l’acido
benzoico a 1000 ppm è risultato l’additivo più efficace per aumentare la sensibilità termica78.

È stata studiata la sorte di EC O157:H7, insieme a quello di Listeria monocytogenes e di
Salmonella Typhimurium, in carne di manzo essiccata: con inoculi di circa 107/g nessuna di
queste specie è stata rilevata nei campioni sottoposti a essiccamento per 10 ore e in quelli
conservati per 8 settimane a 25 °C a diversi livelli di umidità36.

Per quanto riguarda la resistenza alle radiazioni dei ceppi EHEC, non vi sono prove evi-
denti che differisca molto da quella di altri batteri enterici. Utilizzando carne di pollo e un
ceppo di EC O157:H7, i valori di D a 5 °C erano di 0,27 kGy, mentre a – 5 °C D era 0,42
kGy82. Impiegando un ceppo non patogeno di E. coli, Fielding e colleghi26 hanno riscontra-
to un valore di D per le radiazioni di circa 0,34 kGy in brodo con pH intorno a 7,0, ma quan-
do le cellule venivano coltivate a pH 4,0 prima dell’irraggiamento il valore di D era 0,24
kGy. (Per ulteriori dettagli sull’irraggiamento degli alimenti, si veda il capitolo 15). In succo
di mela, ceppi non adattati all’acidità mostravano un valore di D nel range 0,12-0,21 kGy,
ma dopo l’adattamento all’acidità, i valori aumentavano a 0,22-0,31 kGy7.

In relazione alla sopravvivenza in letame di ovini e bovini, E. coli O157:H7 sopravvive-
va nel primo per 100 giorni a 4 o 10 °C e la sopravvivenza non era influenzata dalla presen-
za di geni stx 45.
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Prevalenza negli alimenti
Complessivamente, l’incidenza e la prevalenza dei ceppi EHEC in carne, latte, pollame e
prodotti ittici sono molto variabili. Utilizzando sonde di DNA per determinare la presenza di
ceppi EHEC il numero di positivi è considerevolmente più elevato rispetto a quando EC
O157:H7 viene determinata singolarmente. Doyle e Shoeni22 hanno pubblicato il primo stu-
dio sulla prevalenza di ceppi EHEC nelle carni; i due autori riscontrarono EC O157:H7 nel
3,7% di 164 campioni di carne bovina, nell’1,5% di 264 campioni di carne di maiale,
nell’1,5% di 263 campioni di pollame e nel 2,0% di 205 campioni di agnello. In Thailandia,
EC O157:H7 è stato individuato nel 9% dei campioni di carne bovina in vendita al dettaglio,
nell’8-28% di campioni di carne bovina prelevati al macello e nell’11-84% di campioni di
materiale fecale di bestiame79. Nel Regno Unito EC O157:H7 non è stata ritrovata in salami,
ma una sonda di DNA ha dato risultati positivi per altri ceppi EHEC nel 25% dei 184 cam-
pioni esaminati; nessun ceppo è stato isolato in 112 campioni ottenuti da 71 polli77. In uno
studio su alimenti, condotto nell’area di Seattle in seguito all’epidemia del 1993, il 17,3% di
294 alimenti è risultato positivo per colonie contenenti ceppi Stx1 e/o Stx274. Delle 51 colo-
nie positive, 5 contenevano Stx1, 34 Stx2 e 12 sia Stx1 sia Stx2. Gli otto prodotti di carne,
pollame e pesce diedero i seguenti risultati positivi: 63% di 8 campioni di carne di vitello,
48% di 21 campioni di carne di agnello, 23% di 60 campioni di manzo, 18% di 51 campio-
ni di carne di maiale, 12% di 33 campioni di pollo, 10% di 62 campioni di pesce, 7% di 15
campioni di tacchino e 4,5% di 44 campioni di crostacei74.

Negli studi sulla prevalenza dei batteri all’interno o sulle carcasse di bovini e di pollame
e in carne bovina macinata l’USDA ha riportato i seguenti risultati: assenza di E. coli
O157:H7 in 563 campioni di carne di manzo macinata85, in 1297 carcasse di polli86 e in 2112
carcasse di vacche e tori87. Quattro carcasse di manzi e giovenche, su 2081 esaminate, con-
tenevano questo microrganismo a un livello massimo di 0,93 MPN/cm2 88. Il biotipo 1 è stato
isolato nel 96% di queste carcasse in concentrazioni <10/cm2.

Quando è stato aggiunto a semi di ravanello e posto a incubare a 18-25 °C per 7 giorni, il
microrganismo veniva ritrovato nei tessuti interni e negli stomi dei cotiledoni, come pure
sulle superfici esterne39, e l’immersione in 0,1% di HgCl2 non ne consentiva la rimozione.

Immediatamente dopo l’epidemia verificatasi sulle coste del Pacifico nordoccidentale nel
1993, il FSIS dell’USDA ha avviato uno studio in diversi Stati sulla prevalenza e sull’inci-
denza di EC O157:H7 sia in manzo sia in bovini da latte; la concentrazione massima rileva-
ta è stata 15 ufc/g, con una media di circa 4 ufc/g di carne bovina fresca. Tra il 1994 e set-
tembre 1998, in un’indagine nazionale l’USDA ha isolato EC O157:H7 in 23 dei 23.900
campioni di carne bovina macinata, circa 1 su 1000. L’incidenze e la prevalenza di E. coli
O157:H7 e di ceppi generici su carni e pollame sono riportate nei capitoli 4, 5, 6 e 9.

Secondo uno studio di valutazione del rischio di E. coli O157:H7 in hamburger, i tre fat-
tori maggiormente predittivi della probabilità di contrarre l’infezione attraverso il consumo
di hamburger sono la concentrazione del batterio nelle feci animali, la suscettibilità del-
l’ospite e la contaminazione della carcassa11.

Prevalenza nel bestiame da latte
Poiché le epidemie da EHEC sono state correlate alla carne bovina più che a qualsiasi altra
fonte alimentare, è opinione ampiamente condivisa che il bestiame da latte sia il principale
serbatoio di questi microrganismi. In ogni caso, il bestiame da latte è stato oggetto della mag-
gior parte degli studi. Complessivamente, nelle feci dei vitelli svezzati vi è una prevalenza
maggiore di ceppi EHEC che nelle feci dei vitelli o del bestiame adulto: ciò non sorprende
se si considera che la microflora del rumine nei vitelli svezzati non è ancora ben consolida-
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ta come nei bovini adulti. Per esempio, su 1266 campioni di feci di vitelli, giovenche e vac-
che, solo 18 (1,42%) erano positivi per EC O157:H7 93. Su 662 campioni di materiale fecale
di vacca solo 1 era positivo, mentre sono risultati positivi 5 campioni su 210 di feci di vitel-
lo e 12 su 394 di giovenca.

Complessivamente, questi batteri sono stati isolati dallo 0,3-2,2% dei campioni di feci rac-
colti da vitelli o bestiame sani in Stati Uniti, Canada, Regno Unito, Germania e Spagna19. Su
23 campioni di latte crudo provenienti da due fattorie solo uno è risultato positivo per EC
O157:H7. Utilizzando sonde di DNA, questi ricercatori hanno identificato 28 diversi ceppi di
EHEC: l’8% da vacche adulte e il 19% da giovenche e vitelli93. Ceppi EHEC sono stati trova-
ti nell’80% delle fattorie esaminate. In un altro studio condotto nel 1993 su materiale fecale di
bestiame da latte proveniente da 14 Stati, sono risultati positivi per EC O157:H7 31 campio-
ni su 965 (3,2%)97. Di questi 31, 16 erano positivi per piastramento diretto, con livelli di 103-
105 ufc/g, mentre gli altri 15 risultavano positivi solo dopo arricchimento. Per quanto riguar-
da i tipi di tossina, 19 dei 31 isolati producevano Stx1 e Stx2 e 12 producevano solo Stx2 97.

In uno studio su vitelli e bestiame adulto infettati sperimentalmente, Cray e Moon17 hanno
osservato che i vitelli diffondevano attraverso le feci gli EC O157:H7 inoculati per un tempo
maggiore rispetto alle vacche adulte, che i microrganismi inoculati si insediavano solo nel
tratto gastrointestinale e che la maggior parte del bestiame infettato con EC O157:H7 non
manifestava segni clinici di malattia. Secondo gli autori della ricerca, per i capi di bestiame
adulti la dose infettiva di EC O157:H7 coltivato in vitro era ≥107 ufc17. In un precedente stu-
dio condotto in Germania, il 10,8% di 1387 isolati da 259 bovini adulti sani ibridizzava con
sonde di DNA per Stx1 e Stx258. Il 15,8% degli SLT positivi ibridizzava solo con Stx1; il
38,6% ibridizzava soltanto con Stx2. 

Sono state effettuate diverse ricerche per valutare l’ecologia generale di E. coli O157:H7
nell’intestino e nelle feci di bovini in relazione all’alimentazione degli animali. In uno di que-
sti studi, condotto su bovini mantenuti con un regime a elevato tenore di crusca per 4 giorni,
si è osservato un numero significativamente più basso di E. coli O157:H7/g di feci, ma dopo
48 ore di digiuno il numero era significativamente più alto41. La razione a elevato tenore di
fibre era costituita per il 50% da fieno di erba medica (alfalfa) non trattato e per il 50% da insi-
lato di mais (la monensina era assente). In un altro studio, la presenza di E. coli O157:H7 è
risultata associata in maniera significativa a un’alimentazione a base di insilato di mais33. Gli
autori dello studio hanno riscontrato un numero di E. coli O157:H7 maggiore nei bovini ali-
mentati con monensina e altri additivi e hanno suggerito che questo ionoforo potrebbe avere
un ruolo nella prevalenza del microrganismo nelle feci del bestiame. Da un ulteriore studio è
emerso che nei capi di bestiame alimentati principalmente con cereali, il colon presentava un
valore di pH più basso e conteneva E. coli più resistenti all’acidità che nei capi alimentati solo
con fieno21. I bovini alimentati con cereali ospitavano ceppi di E. coli circa 106 volte più acido-
resistenti rispetto ai bovini alimentati con fieno e il numero delle cellule di ceppi acido-resi-
stenti diminuiva dopo un breve periodo di alimentazione con fieno (figura 27.2). L’associazio-
ne tra acido-resistenza e virulenza in alcuni enteropatogeni è discussa nel capitolo 22.

In uno studio sulla presenza di E. coli O157:H7 in campioni fecali di bovini all’ingrasso
destinati al commercio, condotto nel 2000 in 20 recinti di allevamenti, 636 campioni su 4790
(13%) sono risultati positivi per questo microrganismo, con la maggiore prevalenza riscon-
trata in 10 recinti riforniti di acqua potabile clorata49. Il 60% degli isolati apparteneva a un
gruppo di quattro profili PFGE (con XbaI) tutti presenti in otto recinti durante l’intero perio-
do di campionamento. Secondo questi ricercatori l’ambiente degli allevamenti è un potenzia-
le serbatoio per il microrganismo. Su 9122 campioni di materiale fecale di bovini esaminati
nello Stato di Washington, l’1,01% è risultato positivo per E. coli O157:H7 72, mentre in Sco-
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zia da 589 campioni di feci di bovini prelevati al momento della macellazione è stata stima-
ta una prevalenza a livello dell’animale del 7,5%65. In quest’ultimo studio, 44 capi bovini
infetti contenevano livelli di E. coli O157:H7 >104/g.

Sindromi e prevalenza della malattia nell’uomo
Il ceppo prototipo delle sindromi qui discusse è EC O157:H7. Il tipo H7 fu isolato inizial-
mente nel 1944 da un campione di feci diarroiche umane, mentre il tipo O157 fu isolato e
identificato per la prima volta nel 1972 da feci diarroiche suine66. Tuttavia, il primo ceppo
O157:H7 venne isolato nel 1975 da un paziente affetto da diarrea emorragica. Ceppi di E.
coli produttori di Stx furono identificati nel 1977 negli Stati Uniti 61 e in Canada44. Il secon-
do isolamento documentato di EC O157:H7, dopo il primo del 1975, risale al 1978, quando
venne isolato da feci diarroiche in Canada.

Capitolo 27  -  Gastroenteriti di origine alimentare causate da Escherichia coli 695

Figura 27.2 Effetto del fieno sul numero totale di E. coli presenti nel colon di capi di bestiame che
erano stati alimentati con una dieta al 90% di cereali. (A) Bovini che sono passati da un’alimentazio-
ne al 90% di cereali a una dieta a base di fieno al giorno 0. (B) Numero di E. coli in grado di soprav-
vivere allo shock acido (pH 2,0, Luria broth, 1 ora). Le barre indicano le deviazioni standard delle
medie (tre animali, una replica per animale, due esperimenti indipendenti). Le linee punteggiate
indicano i limiti di rilevamento per le conte. (Da Diez-Gonzalez et al.21, copyright © 1998 American
Association for the Advancement of Science, con autorizzazione)
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La sindrome emolitico uremica (SEU) e la colite emorragica (CE) sono causate da ceppi
di E. coli produttori di Stx. È stato stimato che dal 2 al 7% delle infezioni causate da EC
O157:H7 evolva in SEU31. Questa sindrome è caratterizzata da anemia emolitica, tromboci-
topenia e insufficienza renale acuta. Sebbene non correlata direttamente a ceppi EHEC fino
al 1985, la SEU fu descritta per la prima volta nel 1955. In uno studio tedesco, che ha valu-
tato in 53 bambini la durata della diffusione di EC O157:H7 attraverso le feci, i 28 bambini
con diarrea da colite emorragica hanno diffuso il microrganismo per un periodo compreso tra
2 e 62 giorni (mediana 13), mentre nei 25 che hanno sviluppato la SEU, le feci sono risulta-
te contaminate dal microrganismo per 5-124 giorni (mediana 21)42. La SEU è associata più
a ceppi che producono solo Stx2 che a quelli che producono solo Stx1 oppure sia Stx1 sia
Stx267 (cap. 22). Nel Regno Unito, nel triennio 1989-1991, il 15% di 1275 individui dai quali
erano state ottenute colture positive per EHEC ha sviluppato SEU 83.

La colite emorragica come malattia legata agli alimenti fu osservata per la prima volta nel
1982 in Oregon e Michigan dove, in entrambe le circostanze, le vittime avevano consumato
in un fast food dei sandwich contenenti carne di manzo tritata non cotta a sufficienza73. Tutti
i 43 pazienti presentavano diarrea emorragica e forti crampi addominali; il 63% lamentava
nausea, il 49% vomito e solo il 7% febbre. Il periodo medio d’incubazione era di 3,8-3,9 gior-
ni; la durata dei sintomi da almeno 3 fino a 7 giorni73. In altre epidemie il periodo di incuba-
zione variava da 3,1 a 8 giorni. L’isolamento dell’agente eziologico dalle feci richiede che i
campioni siano esaminati dopo diversi giorni dalla comparsa dei sintomi, poiché le feci ten-
dono a essere negative per almeno 7 giorni dopo l’esordio 94. Il segno distintivo di questa sin-
drome è la comparsa di feci rosse emorragiche, che riflettono l’azione dell’agente eziologico
a livello del colon. La febbre è rara e si ritiene che la dose infettiva sia di sole 10 ufc.

La tabella 27.2 riassume gran parte delle epidemie e dei casi di colite emorragica associati
agli alimenti e all’acqua. Sebbene la maggior parte sia stata causata da E. coli O157:H7, le epi-
demie del 1993 in New Hampshire e Rhode Island, ricondotte al consumo di insalate crude, sono
state causate dal sierotipo O6:NM (NM = non mobile). Negli Stati Uniti la prima epidemia
accertata di origine alimentare causata da un ceppo produttore di Stx diverso da E. coli O157:H7
si è verificata nel 1994 ed è stata ricondotta a latte pastorizzato contaminato dal sierotipo
O104:H2113. In Australia meridionale, nel 1995, il sierotipo O111:NM è stato associato al con-
sumo di salami fermentati semistagionati; lo stesso sierotipo è stato il primo ceppo produttore
di Stx associato a SEU in Italia, dove nel 1992 si verificarono nove casi con un decesso10.

Il numero di casi di EC O157:H7 registrati dal CDC negli anni 1994-1997 è: 1420, 2139,
2741 e 2555, rispettivamente, per gli anni 1994, 1995, 1996 e 199712. Nel 1997, nei mesi di
luglio, agosto e settembre si sono verificati 1167 casi (pari al 45,7% dell’intero anno). I casi
di gastroenterite da acque potabili e per uso ricreativo registrati negli Stati Uniti negli anni
1995-1996 sono riportati in tabella 27.3. L’epidemia registrata in Scozia nel 1996 è un esem-
pio di ciò che può accadere a causa di manipolazione scorretta degli alimenti e di procedure
di sanificazione insufficienti. Vi furono circa 500 casi (279 confermati in laboratorio) ricon-
dotti ad almeno sei alimenti, tutti provenienti dalla stessa macelleria3. Tutti i casi conferma-
ti erano stati causati da ceppi produttori di tossina Stx2.

In Giappone, negli anni 1991-1995, si sono registrate 29 epidemie di casi umani di EC
O157:H7. Nel 1996 si sono verificati 11.826 casi associati al consumo di alimenti e 12 deces-
si causati da EC O157:H754. L’epidemia del 1996, ricondotta al consumo di germogli di rava-
nello bianco, ha provocato oltre 9000 casi e tre morti. L’esistenza di questo microrganismo
nell’Irlanda del nord non è rara in capi di bestiame e alimenti umani; nel 1997 i valori di inci-
denza in Irlanda del nord, Inghilterra/Galles e Scozia, furono 1,8, 2,1 e 8,2/100.000 abitan-
ti 96. Negli Stati Uniti, il tasso è stato di 2,3 nel 1997 e di 2,7 e 2,8 nel 1996 e nel 1998.
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Tabella 27.2 Alcune delle epidemie registrate legate al consumo di alimenti e acqua causate
da ceppi di E. coli produttori di Stx

Anno Veicolo Casi/Decessi Luogo

1982 Carne per hamburger 26/0 Oregon
1982 Carne per hamburger 21/0 Michigan
1983 Carne per hamburger 19/0 Alberta, Canada
1983 Carne per hamburger 34/4 Nebraska
1984 Prodotti ittici da Newberg 42/0 Maine
1985 Sandwich freddi/altrob 73/19 Ontario, Canada
1985 Patate crude 24/0 Regno Unito
1986 Latte crudo 46/0 Ontario, Canada
1986 Carne per hamburger 37/2 Washington
1987 Pasticci di carne surgelati 15/2 Alberta, Canada
1987 Involtini di tacchino 26/0 Regno Unito
1987 Carne macinata/altrob 51/4 Utah
1988 Roast beef 61/0 Wisconsin
1988 Pasticci cotti surgelati 32/0 Minnesota
1989 Acqua 243/4 Cabool, Missouri
1990 Pasto mensa scolastica 10/0 Montana
1990 Roast beef 70/0 North Dakota
1991 Sidro di mela 23/0 Massachusetts
1992 Sconosciutoc 9/1 Italia
1993 Carne per hamburger 732/3 Washington, Idaho, California, Nevada
1993 Burger cotti in casa 10/0 California
1993 Insalata dell’ortod 47/– Rhode Island
1993 Insalata taboulehd 121/0 New Hampshire
1994 Hamburger 46/0 New Jersey
1994 Hamburger (rari) 20/0 Virginia
1994 Salami stagionati 23/0 Washington, California
1994 Latte pastorizzato contaminato 17/0 Montana
1995 Salami fermentati semistagionati c 23/1 S. Australia
1995 Lattuga in insalata >100/– Montana
1996 Alimenti da una macelleria ~ 500 Scozia
1996 Germogli di ravanello bianco 9492/3 Giappone
1996 Sidro di mela (non pastorizzato) 28 California, Colorado, Washington,

British Columbia
1997 Germogli di alfalfa 108/0 Michigan, Virginia
1997 Carne di manzo tritata 15 Colorado
1998 Acqua potabile 114 Wyoming
1998 Piscina in un parco acquatico 26/1 Georgia
1998 Macedonia 47 Wisconsin
1998 Torta 20 California
1998 Insalata di cavolo 33 Indiana
1998 Formaggio fresco 55 Wisconsin
1998 Insalata di cavolo 142 North Carolina
1999 Acqua di pozzo 775 Stato di New York
1999 Insalata da una tavola fredda 58 Texas
2001 Latte di capra crudo 5 Canada
2002 Carne di manzo tritata 28/5 Colorado + 6 altri
2002a Succo di mela di produzione locale 64 Germania
2002 Zucchero filato, gelato 24 New Wales
a Ceppi 0157:H sorbitolo-positivi.
b Anche trasmissione da persona a persona.
c EC O111:NM. Le 23 vittime erano affette da sindrome emolitico-uremica (SEU).
d EC O6:NM. EC O104:H21.



27.2.3  E. coli enteroinvasivi (EIEC)

A differenza degli ETEC, questi ceppi generalmente non producono enterotossine, ma pene-
trano e si moltiplicano nelle cellule epiteliali del colon e poi diffondono nelle cellule adia-
centi in maniera analoga alle shigelle14. Prima degli anni Settanta alcuni di questi microrga-
nismi venivano definiti “paracolon”. Come le shigelle, i ceppi EIEC possiedono plasmidi
enteroinvasivi (pINV) di 140 MDa, abbastanza simili a quelli trovati in Shigella flexneri,
essenziali per la loro invasività (vedi capitolo 26). Ceppi privi di plasmidi non sono invasi-
vi. I ceppi EIEC classici sono anche positivi al test di Sereny. Una delle conseguenze della
predilezione dei membri di questo gruppo per il colon è la diarrea, non sempre emorragica,
ma comunque copiosa. La dissenteria è rara; gli individui più giovani e quelli più anziani
sono i soggetti più suscettibili. Il periodo d’incubazione varia da 2 a 48 ore, con una media
di 18 ore 55. Alcuni dei sierotipi che includono ceppi EIEC sono elencati in tabella 27.1.
Almeno uno, O167, comprende ceppi sia EIEC sia ETEC 32.

Alcune delle prime epidemie sono riassunte in tabella 27.4. La prima registrata si verifi-
cò in Inghilterra nel 1947, coinvolse i bambini di una scuola e sembra che sia stata causata
dal consumo di salmone38. Sebbene gli alimenti siano una fonte certa di questa sindrome, è
possibile anche la trasmissione interumana diretta. Ceppi EIEC sono stati isolati da indivi-
dui affetti da diarrea del viaggiatore, ed è stato dimostrato che sono comuni nelle feci diar-
roiche dei bambini81.
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Tabella 27.3 Alcuni casi di gastroenterite da EC O157:H7 riconducibili
ad acque potabili e per uso ricreativo negli Stati Uniti

Anno Stato Veicolo Casi

1995 Minnesota Acqua sorgiva 33
1995 Illinois Lago 12
1995 Minnesota Lago 8
1995 Wisconsin Lago 8
1996 Georgia Piscina 18
1996 Minnesota Lago 6

(Da MMWR Morb Mort Wkly Rep 47, SS-5, 1998)

Tabella 27.4 Primi casi noti di gastroenterite di origine alimentare causati da E. coli patogeni
(dati dalla letteratura)

Anno Luogo Alimento o fonte Casi/Esposti Tossina/ceppo Sierotipo

1947 Inghilterra Salmone (?) 47/300 EIEC O124
1961 Romania Surrogato di caffè 10/50 EPEC O86:B7; H34
1963 Giappone Ohagi 17/31 EIEC O124
1966 Giappone Ortaggi 244/435 EIEC O124
1967 Giappone Sushi 835/1736 ? O11(?)
1971 Stati Uniti* Formaggi importati 387/? EIEC O124:B17
1980 Wisconsin Addetti 500/>3000 ETEC O6:H16
1981 Texas Non identificato 282/3000 ETEC(LT)** O25:H+
1982 Oregon Carne macinata 26/? EHEC O157:H7

* In 14 Stati.
** LT = Enterotossina termolabile.



27.2.4  E. coli enteropatogeni (EPEC)

Questi ceppi generalmente non producono enterotossine, sebbene possano causare diarrea.
Mostrano un’adesione localizzata alle cellule di colture tissutali e danno luogo ad autoagglu-
tinazione in terreni di coltura tissutali. Possiedono dei fattori di adesione plasmidici che con-
sentono loro di aderire alla mucosa intestinale; dopo aver colonizzato quest’ultima, produco-
no lesioni da adesione-distruzione (A/E, attachment-effacement). Il processo comincia dopo
il contatto iniziale e si pensa che sia coadiuvato da un pilo formante fasci codificato da un
plasmide (vedi capitolo 22). Le proteine secrete da EPEC (Esps) bloccano la fagocitosi e pro-
vocano un riarrangiamento del citoscheletro e una fosforilazione dei residui di tirosina di Tir
(recettore traslocato dell’intimina, vedi capitolo 22). Quando Tir si lega con la proteina inti-
mina situata sulla membrana esterna, l’adesione è stretta e determina la distruzione dei
microvilli dell’orletto a spazzola e la formazione di piedistalli (per maggiori dettagli sui
meccanismi patogenetici, vedi capitolo 22).

Il fenomeno A/E sembra essere il più importante fattore di virulenza dei ceppi EPEC 84, in
quanto essi non producono quantità rilevabili di Stx. Alcuni sierotipi EPEC sono elencati in
tabella 27.1. Caratterizzati per la prima volta nel 1955, i ceppi EPEC causano diarrea in bam-
bini generalmente di età inferiore a 1 anno.

27.2.5  E. coli enterotossigeni (ETEC)

Questi ceppi aderiscono all’intestino tenue e lo colonizzano per mezzo di antigeni del fatto-
re di colonizzazione fimbriale (CFA). Vi sono quattro tipi di CFA (I, II, III e IV), che sono
stati clonati e sequenziati80. I CFA sono codificati da plasmidi, generalmente dallo stesso che
codifica per l’enterotossina termostabile (vedi oltre), e non vengono prodotti a temperature
inferiori a 20 °C. Una volta adesi, i ceppi ETEC producono una o due enterotossine. Alcuni
sierotipi sono elencati in tabella 27.1. Da uno studio condotto su ceppi ETEC isolati da 109
pazienti, è emerso che i ceppi che producevano sia ST sia LT erano maggiormente compresi
nei sierotipi O:K:H rispetto a quelli che producevano solo una di queste tossine57. 

A differenza dei ceppi EPEC, che causano diarrea soprattutto in soggetti molto giovani, i
ceppi ETEC causano diarrea sia nei bambini sia negli adulti. Questi ceppi sono tra le princi-
pali cause di diarrea del viaggiatore. Le sindromi sono raramente accompagnate da febbre,
mentre la diarrea è improvvisa. È stato stimato che, affinché si manifesti diarrea da ceppi
ETEC, nell’uomo adulto sono necessarie 108-1010 ufc 60.

Enterotossine
E. coli produce due enterotossine: una termolabile (LT) e l’altra termostabile (STa o ST-1, e
Stb o ST-II). La tossina LT viene distrutta a 60 °C in circa 30 minuti, mentre le tossine ST
possono resistere a 100 °C per 15 minuti.

La tossina LT è una proteina con un peso molecolare di circa 91 kDa18 e possiede un’atti-
vità enzimatica simile a quella della tossina colerica (CT), ma mentre quest’ultima viene tra-
sportata dal citoplasma all’esterno delle cellule che la producono, la LT viene immagazzina-
ta nel periplasma delle cellule produttrici. Inoltre, gli antisieri per la CT neutralizzano la LT
e l’immunizzazione con CT induce protezione sia contro la CT sia contro la LT.

Queste enterotossine vengono prodotte nella prima fase di crescita dei ceppi produttori; la
quantità massima di ST si ha dopo 7 ore di crescita, come si è osservato in uno studio che
utilizzava Casamino acids yeast extract medium contenente lo 0,2% di glucosio47. In un
mezzo sintetico la ST era rilevabile già dopo 8 ore, ma la produzione massima richiedeva 24
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ore con aerazione8. Sebbene LT e ST siano apparentemente prodotte in tutte le condizioni che
consentono la crescita cellulare, il rilascio di LT dalle cellule in terreni arricchiti era favori-
to a valori di pH di 7,5-8,559.

La tossina LT è formata da due protomeri. Il protomero A ha peso molecolare di circa 25,5
kDa; tagliato con tripsina diventa una catena polipeptidica enzimaticamente attiva di 21
KDa, A1, legata con un ponte disolfuro a una catena tipo A2; il protomero B ha peso mole-
colare di circa 59 kDa ed è costituito di cinque singole catene polipeptidiche non legate cova-
lentemente23. LTB è la subunità di legame, mentre LTA stimola il sistema adenilato ciclasi.
LTA e LTB possiedono proprietà immunologiche simili a quelle delle subunità A e B della
tossina di Vibrio cholerae 46 LTh e LTp differenziano i ceppi umani e suini, rispettivamente.

STa è solubile in metanolo e stimola una risposta secretoria in topi neonati. Si tratta di un
peptide acido del peso molecolare di 1972 Da, costituito di 18-19 amminoacidi e contenen-
te tre legami disolfuro. STa stimola la guanilato ciclasi intestinale legata alla membrana; è
stata sintetizzata chimicamente43.

STb è insolubile in metanolo ed è di origine prevalentemente suina. È la tossina più fre-
quentemente associata a isolati di origine suina che provocano diarrea; è attiva sull’intestino
tenue e produce risposta positiva nella legatura dell’ileo di suinetti svezzati, come pure nella
legatura di intestino di topo quando viene aggiunto un inibitore della proteasi95. Il gene che
codifica per STb (estB) è stato sequenziato e clonato48. La tossina tripsina-sensibile STb
viene sintetizzata come polipeptide acido di 71 amminoacidi, che viene successivamente
tagliato a dare la molecola attiva di 48 amminoacidi, con quattro residui di cisteina, che attra-
versa la membrana interna verso il periplasma. Sebbene la sua modalità d’azione non sia
ancora chiara, è stato dimostrato che essa stimola la sintesi di prostaglandina E2

35. Il suo
recettore nelle cellule intestinali di topo è una proteina con un peso molecolare di 25 kDa34.

Modalità d’azione delle enterotossine
La gastroenterite da ETEC è causata dall’ingestione di 106-1010 cellule vitali per grammo,
che devono colonizzare l’intestino tenue e produrre enterotossine. I fattori di colonizzazione
sono generalmente fimbrie o pili. La sindrome è caratterizzata principalmente da diarrea non
emorragica senza essudati infiammatori nelle feci. La diarrea è acquosa e simile a quella cau-
sata da V. cholerae. La diarrea risulta dall’attivazione da parte dell’enterotossina dell’adeni-
lato ciclasi, che aumenta la 3′-5′-adenosina monofosfato ciclica (cAMP).

Per quanto riguarda LT, il protomero B media il legame della molecola alle cellule inte-
stinali. LT si lega ai gangliosidi, specialmente ai monosialogangliosidi (GM1)23. CT si lega
anche al ganglioside GM1; è noto che CT e LT hanno in comune determinanti antigenici tra
i corrispondenti protomeri, anche se non presentano reazioni crociate. Dopo il legame, la
catena polipeptidica A (del protomero A) catalizza l’ADP-ribosilazione di una proteina G che
attiva l’adenilato ciclasi e induce aumenti di cAMP intracellulare.

In relazione alla ST, la STa si lega irreversibilmente a uno specifico recettore non ganglio-
sidico ad alta affinità, avviando un segnale transmembrana per l’attivazione della guanilato
ciclasi legata alla membrana (forma particolata) e innescando la produzione di guanosina
monofosfato ciclica (cGMP) intracellulare. I livelli aumentati di cGMP a livello della muco-
sa provocano perdita di fluidi ed elettroliti. La ST differisce dalla CT per il fatto che solo la
forma legata alla membrana della guanilato ciclasi intestinale viene stimolata dalla ST28. STa
differisce da LT in quanto stimola la guanilato ciclasi, mentre LT e CT attivano l’adenilato
ciclasi. STb aumenta i livelli luminali di 5-idrossitriptamina e di prostaglandina E2, entrambe
mediatrici delle secrezioni intestinali. La STb non attiva la guanilato ciclasi e i geni che ne
controllano la produzione sono stati mappati56 e subclonati dal suo plasmide e sequenziati70.
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I meccanismi di Shiga, Stx1, Stx2, Stx2e e della ricina (proteina presente nei semi del rici-
no) sono gli stessi. Essi sono N-glicosidasi che tagliano uno specifico residuo di adenina dalla
subunità 28S dell’rRNA eucariotico, determinando l’inibizione della sintesi proteica62,92.

Epidemie legate al consumo di alimenti e acqua
Alcuni delle prime epidemie di origine alimentare note causate da ETEC e altri ceppi sono
riportate in tabella 27.4. Per quanto riguarda i gruppi di virulenza, si può osservare che EIEC
fu il primo a essere confermato, nel 1947, come causa di un’epidemia associata al consumo
di alimenti e il primo responsabile di un’epidemia negli Stati Uniti (1971). Un ceppo EPEC
fu identificato come causa di un’epidemia di origine alimentare nel 1961, un ETEC nel 1980
e un EHEC nel 1982. La prima epidemia umana ben documentata causata da un ceppo ETEC
fu ricondotta al consumo di acqua e si verificò in un parco nazionale nello Stato dell’Oregon
nel 1975: le vittime, circa 2200, avevano bevuto acqua non adeguatamente clorata. Il ceppo
responsabile era ETEC O6:H16.

27.3  Prevenzione

In generale, la prevenzione e l’esclusione dell’infezione di origine alimentare da E. coli
sono possibili osservando le raccomandazioni relative ai fattori riportati nell’ultimo paragra-
fo del capitolo 23. Tuttavia, per le possibili conseguenze nei bambini, dovrebbero essere
osservate precauzioni speciali. La sensibilità al calore di questi microrganismi è tale che non
dovrebbero verificarsi casi cuocendo gli alimenti in maniera idonea. Per la carne di manzo
macinata si raccomanda la cottura a 160 °F (71,1 °C) o che la temperatura al cuore del pro-
dotto sia portata almeno a 155 °F (58,3 °C) per non meno di 15 secondi e che i succhi siano
limpidi (raccomandazione del 1993 della FDA Food Code). A causa della disomogeneità
degli hamburger, la cottura a 155-160 °F (58,3-71,1 °C) fornisce una misura di sicurezza.
Una volta cotti, gli hamburger – come pure le altre carni – non dovrebbero essere mantenu-
ti tra 40 e 140 °F (4,4-60 °C) per più di 3-4 ore. Sebbene la più vasta epidemia di origine ali-
mentare mai registrata fosse associata al consumo di carne bovina tritata, carne, pollame e
prodotti ittici crudi e alcuni prodotti ortofrutticoli dovrebbero essere considerati possibili
veicoli di colite emorragica.

27.4  Diarrea del viaggiatore

E. coli è certamente una delle cause principali di diarrea acquosa acuta che si manifesta spes-
so tra i nuovi arrivati in alcuni Paesi stranieri. Tra i volontari dei Peace Corps nelle campa-
gne della Thailandia, il 57% di 35 individui sviluppò la sindrome durante le prime 5 settima-
ne di permanenza nel Paese e il 50% mostrava segni di infezione da ceppi ETEC. Nel 1976,
si dimostrò che un’epidemia di gastroenterite verificatasi a bordo di una nave era stata cau-
sata dal sierotipo O25:K98:NM, che produceva solo LT. Ceppi simili, insieme a ceppi EPEC
e a ceppi produttori di ST, sono stati isolati da altre vittime della diarrea del viaggiatore in
diversi Paesi.

Tra gli altri microrganismi associati a questa sindrome sono compresi: rotavirus, noro-
virus, Entamoeba histolytica, Yersinia enterocolitica, Giardia lamblia, Campylobacter jejuni,
C. coli, Shigella spp. e, probabilmente, Aeromonas hydrophila, Klebsiella pneumoniae ed
Enterobacter cloacae.
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28.1  Vibriosi (Vibrio parahaemolyticus)

Mentre la maggior parte delle altre malattie di origine alimentare può essere trasmessa da
una varietà di alimenti, la gastroenterite da V. parahaemolyticus viene trasmessa esclusiva-
mente attraverso prodotti ittici; il coinvolgimento di altri alimenti è dovuto a contaminazio-
ni crociata con i prodotti della pesca. Un’altra caratteristica peculiare di questa sindrome è
l’habitat naturale dell’agente eziologico: il mare. Oltre a causare gastroenterite, nell’uomo
V. parahaemolyticus provoca infezioni extraintestinali.

Il genere Vibrio comprende almeno 28 specie; V. vulnificus, V. alginolyticus e V. cholerae
sono spesso associate a V. parahaemolyticus in ambienti acquatici e prodotti ittici. Alcune
caratteristiche distintive di queste quattro specie sono riportate in tabella 28.1; le sindromi
provocate da ciascuna di esse sono descritte di seguito.

V. parahaemolyticus è comune nelle acque oceaniche e costiere. La sua presenza nelle
acque è correlata alla loro temperatura, non essendo rivelabile finché questa rimane inferio-
re a 19-20 °C. Uno studio condotto nell’area di Rhode River nella baia di Chesapeake (Mary-
land) dimostrò che i microrganismi sopravvivono nel sedimento durante l’inverno e vengo-
no successivamente rilasciati nella colonna d’acqua, dove si associano allo zooplancton, da
aprile all’inizio di giugno62. Nelle acque oceaniche essi tendono ad associarsi più con i cro-
stacei che con altre forme79. È stato dimostrato che, a differenza di microrganismi come
Escherichia coli e Pseudomonas fluorescens , si adsorbono sulle particelle di chitina e sui
copepodi62. Questa specie generalmente non si trova negli oceani aperti e non può tollerare
le pressioni idrostatiche delle profondità oceaniche111.

28.1.1  Condizioni di crescita

V. parahaemolyticus può crescere in presenza dell’1-8% di NaCl, con una crescita ottimale
nell’intervallo 2-4%110; muore in acqua distillata. La crescita non si osserva a 4 °C, ma è stata
dimostrata tra 5 e 9 °C a pH 7,2-7,3 con il 3% di NaCl, oppure a pH 7,6 con il 7% di NaCl
(tabella 28.2). La crescita è stata osservata anche in prodotti alimentari a 9,5-10 °C, sebbene
il valore minimo riscontrato per lo sviluppo in acque aperte sia di 10 °C 62.

Il limite superiore di temperatura per la crescita è 44 °C, con un optimum tra 30 e 35 °C111.
Lo sviluppo è stato osservato nell’intervallo di pH 4,8-11,0, con un optimum tra 7,6 e 8,6.
Come si può osservare dalla tabella 28.2, il pH minimo di crescita è correlato alla tempera-
tura e al contenuto di NaCl; per un ceppo è stata osservata una crescita moderata a pH 4,8,
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quando la temperatura era di 30 °C e il contenuto di NaCl del 3%, mentre quando il conte-
nuto di NaCl era del 7% il pH minimo era 5,28. Risultati analoghi sono stati riportati per altri
cinque ceppi. In condizioni ottimali questo microrganismo ha un tempo di generazione di 9-
13 minuti (rispetto ai 20 minuti circa di E. coli). È stato osservato che il valore ottimale di
attività dell’acqua (aw) per la crescita, corrispondente al tempo di generazione più breve, è
0,992 (2,9% di NaCl in tryptic soy broth). Impiegando quest’ultimo mezzo a 29 °C e vari
soluti per controllare l’aw, i valori minimi erano 0,937 (glicerolo), 0,945 (KCl), 0,948
(NaCl), 0,957 (saccarosio), 0,983 (glucosio) e 0,986 con propilen glicole9. Il microrganismo
è termosensibile; sono stati riportati valori di D47 °C compresi tra 0,8 e 65,1 minuti10. Con un
ceppo, la distruzione di 500 cellule/mL in un omogeneizzato di gamberi è stata raggiunta a
60 °C in 1 minuto; con 2 ×105 cellule/mL alcune sopravvivevano a 80 °C per 15 minuti133. Le
cellule sono maggiormente termoresistenti quando vengono coltivate a elevate temperature
in presenza del 7% circa di NaCl.

Tabella 28.1 Differenze tra V. parahaemolyticus e altre tre Vibrio spp.

Caratteristiche V. parahaemolyticus V. alginolyticus V. vulnificus V. cholerae

Flagelli su terreni solidi + + – –
Forma del bastoncino S S C C
Reazione – +* – v
di Voges–Proskauer (VP)
Crescita in 10% NaCl – + – –
Crescita in 6% NaCl + + + –
Motilità a sciame – + – –
Produzione di acetoino/ – + – +
diacetile
Saccarosio – + – +
Cellobiosio – – + –
Utilizzo di putrescina + d – –
Colore su tiosolfato-citrato G Y G Y
-bile-saccarosio (TCBS) agar

* 24 ore
S = diritta; C = ricurva; G = verde; Y = giallo; d = 11-90% dei ceppi positivi; v = variabile; instabilità del ceppo.
(Da Krieg7)

Tabella 28.2 pH minimo di crescita per V. parahaemolyticus
ATCC 107914 in TSB con il 3 e il 7% di NaCl a diverse
temperature

pH minimo a concentrazioni di NaCl

Temperatura (°C) 3% 7%

5 7,3 7,6
9 7,2 7,1

13 5,2 6,0
21 4,9 5,3
30 4,8 5,2

(Da Beuchat8)
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Comparando la crescita di V. parahaemolyticus in acque di estuari e in un terreno di col-
tura arricchito, sono state riscontrate differenze nelle proteine e nei lipopolisaccaridi della
membrana cellulare e nei livelli di fosfatasi alcalina dei ceppi K+ e K– 99. La fosfatasi alcali-
na era leggermente più elevata nei ceppi K– cresciuti in acqua. Cambiamenti nella composi-
zione della membrana cellulare possono essere associati alla capacità di V. parahaemolyticus
di entrare in uno stato vitale ma non coltivabile nelle acque, rendendo il suo isolamento da
esse più difficile99.

28.1.2  Caratteristiche di virulenza

Il test in vitro più ampiamente utilizzato per valutare la virulenza potenziale di V. parahae-
molyticus è la reazione di Kanagawa, con la quale risulta positiva (K+) la maggior parte dei
ceppi virulenti e negativa (K–) la maggior parte di quelli avirulenti. Circa l’1% degli isolati
marini e circa il 100% degli isolati da pazienti affetti da gastroenterite sono K+ 107. I ceppi K+

producono un’emolisina diretta termostabile (TDH); i ceppi K– producono un’emolisina ter-
molabile; alcuni ceppi le producono entrambe. È stato dimostrato che un’emolisina (TRH)
correlata a quella termostabile è un importante fattore di virulenza per almeno alcuni ceppi
di V. parahaemolyticus. Di 214 ceppi clinici testati, il 52% produceva solo TDH e il 24%
produceva sia TDH sia TRH115. Di 71 ceppi di origine ambientale, il 7% mostrava deboli rea-
zioni a una sonda TRH, ma nessuno reagiva con una sonda TDH. La reazione di Kanagawa
è determinata generalmente utilizzando eritrociti umani in Wagatsuma agar. Oltre agli eritro-
citi umani, vengono lisati anche quelli di cane e di ratto, mentre quelli di coniglio e di peco-
ra producono reazioni deboli e quelli di cavallo non vengono lisati111.

Per determinare la reazione K, la coltura è piastrata in superficie, posta a incubare a 37 °C
per 18-24 ore, quindi esaminata per la presenza di beta emolisi. Su 2720 V. parahaemolyticus
isolati da pazienti affetti da diarrea, il 96% era K+, mentre lo era solo l’1% di 650 isolati da
pesce. In generale, i ceppi isolati dall’acqua sono K–.

La TDH è una proteina con peso molecolare di 42.000 dalton; è cardiotrofica, citotossica,
letale per i topi57 e induce risposta positiva nel saggio della legatura dell’ansa ileale di coni-
glio (vedi cap. 12). Il valore medio di LD50 per il topo mediante iniezione intraperitoneale
(i.p.) è 1,5 μg; la dose per il saggio dell’ansa ileale di coniglio è 200 μg143. L’emolisina è
sotto il controllo del pH e viene prodotta solo a valori di 5,5-5,635. L’ipotesi che l’emolisina
K+ possa aiutare le cellule a rifornirsi di ferro si basa sull’osservazione che estratti di eritro-
citi lisati aumentano la virulenza del microrganismo verso il topo66. I recettori di membrana
per la TDH sono i gangliosidi GT1 e GD1a, dei quali il primo lega l’emolisina più saldamen-
te127. La resistenza degli eritrociti di cavallo all’emolisina sembra essere dovuta all’assenza
di questi gangliosidi127.

È stato messo a punto un mezzo sintetico per la produzione di emolisine dirette termosta-
bili e termolabili e si è visto che la serina e l’acido glutammico sono componenti essenzia-
li65. La stabilità termica della TDH è tale che essa può rimanere negli alimenti dopo la sua
produzione. Per la tossina parzialmente purificata sono stati osservati valori di D120 °C e
D130 °C di 34 e 13 minuti, rispettivamente, in tampone Tris a pH 7,0, e di 21,9 e 10,4 minuti,
rispettivamente, in gamberi18. L’emolisina è stata rilevata quando la conta cellulare raggiun-
geva 106/g; la sua resistenza termica era maggiore a pH 5,5-6,5 che a 7,0-8,018.

Il gene che codifica per la TDH (tdh) è localizzato su un cromosoma ed è stato clonato in
E. coli. Quando il gene tdh è stato introdotto in un ceppo K–, questo produceva emolisina
extracellulare94. È stata determinata la sequenza nucleotidica del gene tdh 94, per il quale è
stata costruita una specifica sonda costituita di 406 paia di basi93. Utilizzando questa sonda
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sono stati testati 141 ceppi di V. parahaemolyticus. Tutti i ceppi K+ erano gene positivi
(l’86% era debolmente positivo) e il 16% dei ceppi K– reagiva con la sonda. Tutti i ceppi
gene positivi producevano TDH, valutata mediante un saggio ELISA. Su 129 altri vibrioni
testati con la sonda, inclusi 19 Vibrio spp., solo V. hollisae era positivo93. È stato dimostrato
il trasferimento di plasmidi R da E. coli a V. parahaemolyticus 48. Alcuni isolati clinici privi
di TDH contengono TRH (codificata da trh), che è correlata alla TDH. La maggior parte dei
ceppi di V. parahaemolyticus isolati da acque costiere degli Stati Uniti conteneva sia tdh sia
trh, insieme a ureasi37.

Sono stati identificati almeno 12 antigeni O e 59 antigeni K, ma non è stato possibile rica-
vare alcuna correlazione tra questi e i ceppi K+ e K–; inoltre, il valore della sierotipizzazio-
ne come strumento epidemiologico è risultato trascurabile.

Poiché non tutti i ceppi K+ danno risposte positive nella legatura dell’ileo di coniglio e
alcuni ceppi K– sono associati a gastroenterite, e talvolta sono gli unici ceppi isolati, i precisi
meccanismi di virulenza non sono chiari. Nel Pacifico nordoccidentale degli Stati Uniti, ceppi
K– ma ureasi positivi sono associati alla sindrome69. Di 45 isolati da materiale fecale umano
in California e Messico, il 71% era ureasi-positivo, il 91% era K+ e la serovar era O4:K121.

L’adesione alle cellule epiteliali è un’importante proprietà di virulenza dei batteri Gram-
negativi: sembra che V. parahaemolyticus produca emoagglutinine associate alle cellule, cor-
relate all’adesione alla mucosa intestinale141. Anche i pili (fimbrie) hanno un ruolo nella
colonizzazione del tratto intestinale90.

28.1.3  Sindrome gastroenterica e alimenti coinvolti

Il primo riconoscimento di V. parahaemolyticus come agente di gastroenterite di origine ali-
mentare alimentare fu fatto da Fujino nel 195145. Negli Stati Uniti e in alcuni Paesi europei
l’incidenza di questa malattia è bassa, mentre è elevata in Giappone, dove ha causato il 24%
delle intossicazioni alimentari di origine batterica registrate tra il 1965 e il 197413,110. In
Giappone, l’epidemia del 1951, con 272 vittime e 20 decessi, fu ricondotta a una preparazio-
ne a base di giovani sardine bollite e semiessiccate110; le due epidemie successive si verifi-
carono nel 1956 e nel 1960110. Nel periodo 1981-1995, in Corea e Giappone la vibriosi ha
rappresentato il 13,5 e il 23,2%, rispettivamente, di tutti i casi di malattie di origine alimen-
tare76; nei due Paesi le rispettive percentuali di epidemie erano 17,4 e 32,3. La prima epide-
mia statunitense si verificò nel 197186; gli alimenti coinvolti furono granchi cotti a vapore e
insalata di granchio: su circa 745 persone a rischio, 425 contrassero la malattia. Il ceppo iso-
lato dalle vittime era K+ del sierotipo O4:K11. Di seguito sono presentate le informazioni
essenziali relative a diverse epidemie.

1. 1998. In Connecticut, New Jersey e New York, 23 persone sono state colpite da gastroen-
terite di origine alimentare causata da V. parahaemolyticus; tutte le vittime avevano man-
giato ostriche e vongole crude raccolte a Long Island Sound, NY23.

2. 1997. Ostriche crude contaminate da Vibrio parahaemolyticus sono state la fonte di questa
epidemia, che ha fatto 209 vittime in British Columbia, Washington, Oregon e California25.

3. 1981-1994. Uno studio delle infezioni associate a ostriche crude, registrate in Florida tra
il 1981 e il 1994, ha incluso 237 (70%) casi di gastroenterite e 102 (30%) casi di settice-
mia primaria. Le specie coinvolte erano rappresentate da V. parahaemolyticus (29%), V.
cholerae non-O1 (28%), V. hollisae (15%) e V. mimicus (12%)55. L’80% dei casi di setti-
cemia era stato causato da Vibrio vulnificus 55. Vi sono stati due decessi tra le vittime col-
pite da gastroenterite e 50 (49%) tra quelle colpite da setticemia. 
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Le caratteristiche della sintomatologia sono ben illustrate dai reperti riscontrati in un’epi-
demia verificatasi in Louisiana nel 1978. Il periodo di incubazione medio era di 16,7 ore
(intervallo 3-76 ore); la durata dei sintomi di 1-8 giorni, con una media di circa 4,6 giorni. I
sintomi (e la relativa percentuale di incidenza) comprendevano diarrea (95), crampi (92),
debolezza (90), nausea (72), brividi (55), cefalea (48) e vomito (12). Entrambi i sessi erano
colpiti con uguale frequenza; l’età delle vittime era compresa tra 13 e 78 anni. La malattia non
si sviluppò in 14 volontari che avevano ingerito oltre 109 cellule, ma si manifestò in un indi-
viduo per ingestione accidentale di circa 107 cellule K+ 110. In un altro studio, i sintomi veni-
vano prodotti in soggetti volontari da un numero di cellule K+ compreso tra 2 ×105 e 3×107,
ma non da 1010 cellule di ceppi K– 111,131. Alcuni ceppi K– sono stati associati a epidemie6,110.

Gli alimenti coinvolti nelle epidemie sono prodotti ittici come ostriche, gamberi, granchi,
vongole, aragoste e altri molluschi. In seguito a contaminazione crociata anche altri alimenti
possono veicolare l’infezione. In Giappone, nel biennio 1996-1997, la principale intossicazio-
ne alimentare è stata la salmonellosi, seguita dall’intossicazione da V. parahaemolyticus; nel
1998 quest’ultima ha superato la salmonellosi, diventando la malattia a trasmissione alimen-
tare più importante. Nell’epidemia giapponese del 1996 vi sono stati 691 casi ricondotti al
consumo di granchi bolliti; la serovar responsabile era O3:K6, che da quell’anno ha sostitui-
to la O4:K8. Negli Stati Uniti negli anni 1997 e 1998 si sono verificati, rispettivamente, 209
e 23 casi, tutti ricondotti al consumo di ostriche crude contaminate dalla serovar O3:K6136a.

28.2  Altri vibrioni

28.2.1  Vibrio cholerae

V. cholerae è ben noto come causa del colera umano contratto da acque inquinate; sono state
registrate sette pandemie. Prima del 1992 i ceppi responsabili di epidemie/pandemie di cole-
ra appartenevano alla serovar O gruppo 1, differenziata biochimicamente in due biotipi, clas-
sico e El Tor, e due sierotipi, Inaba e Ogawa. I ceppi di V. cholerae che non agglutinano con
antisiero O gruppo I sono indicati come vibrioni non-O1 o non-agglutinanti (NAG). I ceppi
non-O1 sono considerati batteri autoctoni delle zone estuariali e sono ampiamente diffusi.
Sebbene generalmente non patogeni, è noto che i ceppi non-O1 possono causare gastroente-
rite, infezioni dei tessuti molli e setticemia nell’uomo.

Le sette pandemie di colera sono state causate da V. cholerae O1. La settima pandemia,
causata da un ceppo O1 biotipo El Tor, ebbe inizio nel 1961 e diversi autori ritengono che
non si sia ancora spenta. Nel 1992, nel subcontinente indiano si verificò un’epidemia di cole-
ra non causata da un ceppo O1, ma da un nuovo sierotipo non-O1: O139; essendo stato iso-
lato per la prima volta da zone costiere del Golfo del Bengala, questo nuovo sierotipo è stato
designato O139 Bengal60. È stato dimostrato che il sierotipo O139 è geneticamente simile al
biotipo O1 El Tor della settima pandemia; alcune prove riportate, inoltre, indicano che si
sarebbe evoluto da isolati della settima pandemia64. Poiché O139 è privo del cluster di geni
per l’antigene O1, alcuni autori hanno ipotizzato che si sia evoluto a partire dal biotipo El
Tor 21; utilizzando metodi di fingerprinting molecolare, sembra che i ceppi O139 rappresen-
tino un clone derivato da un ceppo El Tor della settima pandemia104. Come O1, O139 contie-
ne geni che codificano per la tossina colerica, ma a differenza di O1, produce una capsula il
cui lipopolisaccaride (LPS) contiene lo zucchero colitosio104.

Tra i primi dati statunitensi a supporto dell’associazione tra V. cholerae non-O1 e gastro-
enterite vi sono i reperti riscontrati in 26 pazienti su 28 colpiti da sindrome diarroica acuta
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tra il 1972 e il 1975. Sebbene alcuni dei 28 pazienti avessero infezioni sistemiche, il 50% di
essi eliminava con le feci vibrioni non-colerici e nessun altro patogeno58. In un altro studio
retrospettivo delle colture di V. cholerae non-O1 pervenute al CDC nel 1979, 9 erano state
isolate da casi di gastroenterite acquisita in ambito domestico e tutti i pazienti avevano con-
sumato ostriche crude nelle 72 ore precedenti la comparsa dei sintomi87. Uno di questi isola-
ti produceva una tossina termolabile, mentre nessuno produceva tossine termostabili.

Sono state documentate almeno cinque epidemie di gastroenterite da V. cholerae non-O1
verificatesi prima del 1981. Quelle registrate nella ex Cecoslovacchia e in Australia (1965 e
1973, rispettivamente) furono ricondotte al consumo di patate e di insalate di uova e aspara-
gi; praticamente tutte le vittime furono colpite da diarrea. La terza epidemia si verificò in
Sudan e fu causata da acqua di pozzo; il periodo di incubazione osservato in queste tre epi-
demie era compreso tra 5 ore e 4 giorni. La quarta epidemia si verificò in Florida nel 1979 e
coinvolse 11 persone che avevano mangiato ostriche crude; otto vittime svilupparono i sin-
tomi della sindrome diarroica entro 48 ore dal consumo delle ostriche, mentre le altre tre
dopo 12, 15 e 30 ore. Anche la quinta epidemia del 1980 fu ricondotta a ostriche crude: su
circa 50 persone a rischio, 24 svilupparono gastroenterite. Il periodo d’incubazione medio fu
di 21,5 ore con un range tra 0,5 ore e 5 giorni; i sintomi (e le relative percentuali) compren-
devano diarrea (91,7), dolore addominale (50), crampi (45,8) nausea (41,7), vomito (29,2) e
capogiro (20,8). Tutti i soggetti colpiti guarirono in 1-5 giorni; dalle feci di quattro pazienti
furono isolati ceppi non-O1.

Per quanto riguarda V. cholerae O1, tra il 1973 e il 1987 il CDC ha registrato 6 focolai,
con 916 casi e 12 decessi. Prima del 1973, negli Stati Uniti questo microrganismo era stato
isolato l’ultima volta nel 1911106. Dei sei focolai, tre sono stati ricondotti al consumo di cro-
stacei e due a quello di pesce. Un solo caso di infezione da O1 si verificò in Colorado nel-
l’agosto 1988; la vittima aveva consumato circa 12 ostriche crude che erano state raccolte in
Louisiana ed entro 36 ore aveva avuto un esordio improvviso dei sintomi e 20 scariche diar-
roiche31; dalle feci fu isolato V. cholerae O1 El Tor sierotipo Inaba. Di seguito sono riporta-
ti i dati relativi a tre focolai registrati negli Stati Uniti.

1. 1994. In California una donna ha contratto il colera dopo aver ingerito alghe crude prove-
nienti dalle Filippine134; dalle feci è stato isolato V. cholerae O1, sierotipo Ogawa.

2. 1994. Nell’Indiana sono state colpite da colera quattro persone che due giorni prima ave-
vano consumato frutti di palma importati da El Salvador; V. cholerae O1, sierotipo
Ogawa, biotipo El Tor è stato identificato quale agente eziologico28.

3. 1991. Nel Maryland sono state colpite da colera quattro persone su sei che avevano con-
sumato latte di cocco fresco congelato importato dalla Thailandia128. Il ceppo responsabi-
le è stato identificato come V. cholerae O1, biotipo El Tor.

Per quanto riguarda la distribuzione, i ceppi non-O1 di V. cholerae sono stati isolati, insie-
me a E. coli enteropatogeni, in Asia e Messico dalle feci di pazienti affetti da diarrea. Nel
biennio 1966-1967, a Mexico City, V. cholerae non-O1 fu isolato da 385 persone con diar-
rea13. Nel luglio 1991, un ceppo sierotipo Inaba e biotipo El Tor è stato isolato da un pesce
che si cibava di ostriche nella baia di Mobile, in Alabama32; questo isolato non era distingui-
bile dal ceppo responsabile dell’epidemia in America Latina, ma era diverso dai ceppi ende-
mici. Sempre a luglio e poi ancora a settembre 1991 da un’ostrica è stato isolato un altro
ceppo, che continuò a essere presente fino ad agosto 1992, quando gli allevamenti di ostri-
che erano aperti. Come il ceppo responsabile dell’epidemia di colera in America Latina possa
essere giunto in quest’area è oggetto di ipotesi. Da uno studio sui tassi di ritenzione relativi,
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è emerso che le ostriche accumulavano concentrazioni maggiori di V. cholerae O1 che di E.
coli o di Salmonella Tallahassee.

In uno studio condotto nella baia di Chesapeake furono isolati 65 ceppi non-O163. Nel
corso dell’anno la concentrazione del microrganismo nelle acque era generalmente bassa, da
1 a 10 cellule per litro. I ceppi furono isolati solo in aree con salinità compresa tra il 4 e il
17%; la loro presenza non risultò correlata a E. coli fecali, mentre la presenza di questi ulti-
mi era correlata a quella di Salmonella 63. L’87% dei ceppi esaminati produceva risposte posi-
tive nel saggio con cellule surrenaliche Y-1, in quello della legatura dell’ansa ileale di coni-
glio e in quello di letalità del topo. Indagini condotte sulle acque costiere in Texas, Louisia-
na e Florida rivelano che sono piuttosto comuni sia i ceppi di V. cholerae O1 sia quelli non-
O1. Il 57% di 150 campioni di acqua raccolti lungo un estuario in Florida era positivo per V.
cholerae38. Di 753 isolati esaminati, 20 erano di tipo O1 e 733 di tipo non-O1; i 20 ceppi O1
(8 serovar Ogawa e 12 serovar Inaba) sono stati trovati principalmente in un impianto per il
trattamento di scarichi fognari. Le concentrazioni maggiori dei ceppi O1 e non-O1 si osser-
vavano in agosto e novembre38. Né l’indice dei coliformi fecali né quello dei coliformi tota-
li era un indicatore adeguato della presenza di V. cholerae, sebbene il primo fosse più valido
del secondo. Lungo la costa californiana di Santa Cruz, i numeri più elevati di ceppi non-O1
si osservavano durante i mesi estivi ed erano associati a conte elevate di coliformi70. Sia i
ceppi O1 sia i non-O1 sono stati isolati da uccelli acquatici in Colorado96; è stato dimostra-
to che entrambi i tipi sono endemici nel golfo del Texas, come evidenziato dai titoli anticor-
pali riscontrati in soggetti umani59.

V. cholerae O1 El Tor sintetizza un precursore di 82 kDa che viene secreto nei mezzi di col-
tura, dove viene ulteriormente processato fino a una citolisina attiva di 65 kDa139. Ceppi non-
O1 producono una citotossina/emolisina con peso molecolare di 60 kDa, immunologicamen-
te correlata all’emolisina del ceppo El Tor. È stato dimostrato che la proteina della membra-
na esterna OmpU è un fattore di adesione di V. cholerae, che può favorire l’adesione all’inte-
stino tenue. Anticorpi monoclonali diretti contro OmpU proteggevano le cellule epiteliali
HeLa, HEp-2, Caco-2 e Henle 407 dall’invasione da parte di microrganismi vitali118.

Da un paziente affetto da diarrea del viaggiatore è stato isolato un ceppo O1 dal quale è
stato clonato il gene STa (NAG-STa)95. NAG-STa era localizzato su un cromosoma e la tos-
sina aveva un peso molecolare di 8815 Da; NAG-STa mostrava il 50 e il 46% di omologia,
rispettivamente, con STh e STp di E. coli 95. NAG-ST è solubile in metanolo, è attiva nel topo
neonato ed è simile alla ST di Citrobacter freundii 126. Anticorpi monoclonali contro NAG-
ST mostrano reazione crociata con la ST di Yersinia enterocolitica. Inoltre, la ST di V. mimi-
cus e la ST di Y. enterocolitica vengono neutralizzate da anticorpi monoclonali attivi contro
NAG-ST, ma non contro STh o STp di E. coli 126.

Da uno studio sulla sopravvivenza di V. cholerae El Tor sierotipo Inaba in diversi alimen-
ti è emerso che in carne con un inoculo di 2 ×103/g, le cellule rimanevano vitali fino a 90
giorni a –5 °C e fino a 300 giorni a – 25 °C 36. In latte, con un inoculo di 2 ×104/mL, il micror-
ganismo non era rilevato dopo 34 giorni a –5 °C e dopo 150 giorni a – 25 °C . In latte a 7 °C
il batterio sopravviveva in media per 32 giorni, ma solo per 18-20 giorni in altri alimenti. I
meccanismi di virulenza di V. cholerae sono discussi nel capitolo 22.

28.2.2  Vibrio vulnificus

Questo microrganismo è presente nell’acqua di mare e in alcuni prodotti ittici; viene isolato
con maggior frequenza da ostriche e vongole che da crostacei. È stato isolato dalle acque
costiere da Miami, in Florida, fino a Cape Cod, nel Massachusetts; la maggior parte degli iso-
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lati (84%) è stata ottenuta da vongole. L’82% dei ceppi testati era letale per il topo in segui-
to a somministrazione mediante iniezione. V. vulnificus, insieme ad altri vibrioni, è stato iso-
lato a Hong Kong da cozze, vongole e ostriche, con frequenza variabile dal 6 al 9%34. In uno
studio condotto sulle acque estuariali delle coste orientali del North Carolina V. vulnificus è
stato isolato solo quando la temperatura dell’acqua era compresa tra 15 e 22 °C 103.

Dopo la calda estate del 1994 in Danimarca, durante la quale si registrarono 11 casi clini-
ci da V. vulnificus, fu avviato uno studio per determinare la prevalenza del microrganismo
nelle acque danesi56. Testando le colonie sospette con una sonda di DNA, sono state rileva-
te da 0,8 a 19 ufc per litro di acqua, tra giugno e metà settembre, e da 0,04 a >11 ufc/g in
campioni di sedimento, da luglio a metà novembre. È stata trovata una forte correlazione tra
la presenza di V. vulnificus e la temperatura dell’acqua. Il microrganismo è stato isolato da 7
mitili, dei 17 esaminati provenienti da una delle 13 località, e anche da pesci selvatici. Il bio-
tipo 1 costituiva il 99,6% dei 706 isolati di V. vulnificus 56. Come V. alginolyticus (vedi oltre),
anche V. vulnificus causa infezioni dei tessuti molli e setticemia primaria nell’uomo, in par-
ticolare nei soggetti immunocompromessi e in quelli affetti da cirrosi. La mortalità è supe-
riore al 50% nei pazienti che sviluppano setticemia e superiore al 90% nei pazienti che
diventano ipotesi140. Questi microrganismi sono altamente invasivi e producono una citotos-
sina, con un peso molecolare di circa 56 kDa, che è tossica per le cellule CHO e litica per gli
eritrociti. Tuttavia, la citolisina non sembra essere un fattore di virulenza critico137. Viene
prodotta anche un’emolisina con un peso molecolare di circa 36 kDa138. Il batterio produce
anche una zinco-metalloproteasi della famiglia delle termolisine, che induce una reazione
emorragica a livello cutaneo digerendo il collagene di tipo IV, una struttura chiave della
membrana basale85. I geni strutturali di V. vulnificus e del ceppo El Tor di V. cholerae O1 con-
dividono zone di similarità, suggerendo un’origine comune140. V. vulnificus induce l’accumu-
lo di fluidi nella legatura di intestino di coniglio (modello RITARD, vedi capitolo 12), indi-
cando la presenza di un’enterotossina119. Ceppi di V. vulnificus isolati da stesse ostriche
hanno mostrato un’ampia diversità genomica, suggerendo che le infezioni possano essere
causate da popolazioni miste di cellule o che solo alcuni dei diversi ceppi siano virulenti20.
Batteriofagi di V. vulnificus sono discussi nel capitolo 20 in relazione alla loro associazione
con le cellule ospiti e al loro possibile impiego come indicatori.

Le infezioni sono piuttosto comuni in molti Paesi e si verificano soprattutto tra maggio e
ottobre; per la maggior parte le vittime sono maschi di età superiore a 40 anni. V. vulnificus
è un patogeno importante per gli individui con livelli ematici di ferro superiori alla norma
(per esempio, pazienti affetti da epatite e cirrosi cronica), sebbene la sua virulenza non sia
interamente spiegata dalla sua capacità di sequestrare il ferro. Nel periodo 1981-1992, al
Department of Health della Florida sono stati segnalati 125 casi di infezione da V. vulnificus,
con 25 decessi (35%)33. Le ostriche crude rappresentano la principale fonte alimentare di
questo batterio e si ritiene che siano responsabili del 95% circa di tutti i decessi legati al con-
sumo di prodotti ittici negli Stati Uniti. Nel 1996, a Los Angeles, V. vulnificus ha provocato
16 casi e 3 decessi associati al consumo di ostriche crude27. Le ostriche provenivano dalla
baia di Galveston (Texas) e dalla Eloi Bay (Louisiana). L’aggiunta di salsa piccante alle
ostriche crude si è dimostrata inefficace per la distruzione di V. vulnificus123, mentre l’ag-
giunta di diacetile in concentrazione dello 0,05% ne riduceva il numero124.

28.2.3  Vibrio alginolyticus e V. hollisae

V. alginolyticus è normalmente presente nelle acque marine ed è causa di infezioni dei tessu-
ti molli e dell’orecchio nell’uomo. La patogenicità per l’uomo fu confermata per la prima
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volta nel 1973, ma fu sospettata nel 1969132. Le infezioni delle ferite interessano le estremità
del corpo e si osservano soprattutto in maschi con una storia di esposizione all’acqua marina.

Nelle acque costiere dello stato di Washington, questo microrganismo è stato trovato in
concentrazioni maggiori nei campioni di invertebrati e di sedimenti che in quelli di acqua,
nei quali il numero di cellule era piuttosto basso5. Le concentrazioni riscontrate nelle ostri-
che erano correlate alla temperatura dell’acqua sovrastante, con valori più elevati associati
alle acque più calde. In Brasile, in ostriche conservate non correttamente, sono state isolate
con frequenza diversa (indicata tra parentesi) sette specie di Vibrio 82: V. alginolyticus (81%),
V. parahaemolyticus (77%), V. cholerae non-O1 (31%), V. fluvialis (27%), V. furnissii (19%)
e V. mimicus e V. vulnificus (12% ciascuno).

Descritto per la prima volta nel 1982, V. hollisae causa gastroenterite di origine alimenta-
re; nel periodo 1967-1990 sono stati registrati 15 casi106. Nello stesso periodo, per V. algino-
lyticus è stato riportato un solo caso di infezione nell’uomo riconducibile al consumo di mol-
luschi. V. hollisae produce un’enterotossina di circa 33 kDa emolitica per gli eritrociti umani
e di coniglio74. A differenza di V. parahaemolyticus, un ceppo di V. hollisae, isolato da pesce
pescato vicino alla costa, produceva un’emolisina correlata alla TDH 92. Utilizzando mono-
strati di cellule HeLa, Henle 407 e HCT-8, è stata dimostrata l’invasione di V. hollisae attra-
verso microfilamenti e microtubuli84. Quest’ultimo lavoro suggerisce che il microrganismo
potrebbe possedere molteplici modalità d’infezione.

28.3  Yersiniosi (Yersinia enterocolitica)

Nel genere Yersinia, che appartiene alla famiglia delle Enterobacteriaceae, si riconoscono 11
specie e 5 biotipi, inclusa Y. pestis, l’agente eziologico della peste. La specie di principale inte-
resse negli alimenti è Y. enterocolitica, isolata per la prima volta nel 1933 nello Stato di New
York da Coleman54. Questo bastoncino Gram-negativo è alquanto singolare, poiché è mobile
a temperature inferiori a 30 °C, ma non a 37 °C; produce colonie di dimensioni ≤1,0 mm su
nutrient agar, è ossidasi negativo, fermenta il glucosio con scarsa o nessuna produzione di gas,
è privo di fenilalanina deaminasi, è ureasi positivo ed è, unico tra i patogeni, psicrotrofo. È
spesso presente nell’ambiente con almeno altre tre delle yersinie elencate in tabella 28.3.

28.3.1  Esigenze per la crescita

La crescita di Y. enterocolitica è stata osservata nel range di temperatura compreso tra –2 e
45 °C, con un optimum tra 22 e 29 °C. Per le reazioni biochimiche sembra ottimale la tem-
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Tabella 28.3 Specie di Yersinia associate a Y. enterocolitica nell’ambiente e negli alimenti
e differenze biochimiche tra di esse

Specie VP* Saccarosio Ramnosio Raffinosio Melibiosio

Y. enterocolitica + + – – –
Y. kristensenii – – – – –
Y. frederiksenii + + + – –
Y. intermedia + + + + +
Y. bercovieri – + – – –
Y. mollaretii – + – – –

VP = reazione di Voges-Proskauer; + = reazione positiva; – = reazione negativa.



peratura di 29 °C. Il limite superiore per la crescita di alcuni ceppi è 40 °C; non tutti cresco-
no a temperature inferiori a 4-5 °C. È stata osservata la crescita in latte a 0 -2 °C dopo 20
giorni e a 0-1 °C su carne di maiale e di pollo77; tre ceppi crescevano su carne di manzo cruda
mantenuta per 10 giorni a 0-1 °C 51. In latte a 4 °C Y. enterocolitica si sviluppava e raggiun-
geva livelli di 107 cellule/mL in 7 giorni e competeva bene con la microflora naturale2. L’ag-
giunta di NaCl ai mezzi di crescita aumenta la temperatura minima di crescita. In brodo brain
heart infusion (BHI) contenente il 7% di NaCl, non si verificava crescita a 3 o a 25 °C dopo
10 giorni. A 3 °C un ceppo cresceva a pH 7,2 e cresceva molto lentamente a pH 9,0, mentre
non cresceva a pH 4,6 e 9,6121. A 3 °C la crescita era inibita dal 7% di NaCl, ma non dal 5%.
In assenza di sale, a 3 °C la crescita si registrava nell’intervallo di pH 4,6-9,0121,125. I ceppi
clinici erano meno influenzati da questi parametri rispetto agli isolati ambientali. Per quan-
to riguarda il pH minimo di sviluppo, regolando il pH con HCl e lasciando in incubazione
per 21 giorni, per sei ceppi di Y. enterocolitica sono stati osservati i seguenti valori: 4,42-
4,80 a 4 °C; 4,36-4,83 a 7 °C; 4,26-4,50 a 10 °C e 4,18-4,36 a 20 °C 19. Utilizzando acidi orga-
nici per regolare il pH, l’ordine della loro efficacia era acetico > lattico > citrico. In tryptic
soy broth l’ordine dell’efficacia degli acidi organici era propionico≥ lattico ≥ acetico ≥ citri-
co ≥ fosforico ≥ HCl17.

È stato messo a punto un terreno di crescita chimicamente definito contenente quattro
amminoacidi (L-metionina, L-acido glutammico, glicina e L-istidina), sali inorganici, tam-
poni e gluconato di potassio come fonte di carbonio3. Y. enterocolitica viene distrutta in 1-3
minuti a 60 °C 50. È piuttosto resistente al congelamento, con concentrazioni che diminuisco-
no solo lievemente in pollo dopo 90 giorni a –18 °C77. Per 21 ceppi il valore calcolato di
D62 °C in latte variava da 0,7 a 17,8 secondi e nessuno sopravviveva alla pastorizzazione42.

28.3.2  Distribuzione

Y. enterocolitica e le specie correlate elencate in tabella 28.3 sono ampiamente distribuite
nell’ambiente terrestre e nelle acque di laghi, pozzi e ruscelli, che costituiscono le fonti del
microrganismo per gli animali a sangue caldo. È maggiormente adattata agli animali e si
ritrova più spesso tra gli isolati umani rispetto alle altre specie della tabella 28.3. 149 ceppi
di origine umana erano rappresentati da Yersinia enterocolitica (81%), Y. intermedia (12%),
Y. frederiksenii (5,4%) e Y. kristensenii (2%)114. Y. intermedia e Y. frederiksenii si trovano
principalmente in acque dolci, pesce e alimenti e sono isolate solo occasionalmente dall’uo-
mo. Y. kristensenii si trova soprattutto nel suolo e in altri campioni ambientali, come pure
negli alimenti, ma anch’essa è raramente isolata dall’uomo7; come Y. enterocolitica, anche
questa specie produce un’enterotossina termostabile. Molti dei ceppi simili a Y. enterocoliti-
ca isolati da Hanna e colleghi52 erano ramnosio positivi e sono, di conseguenza, classificati
come Y. intermedia e/o Y. frederiksenii e crescono tutti a 4 °C. Le yersinie ramnosio positive
non sono note come causa di infezioni nell’uomo.

Y. enterocolitica è stata isolata da numerosi animali, tra i quali gatti, uccelli, cani, castori,
porcellini d’India, ratti, cammelli, cavalli, polli, procioni, cincillà, cervi, bovini, suini, agnel-
li, pesci e ostriche. È opinione condivisa che i suini costituiscano la singola fonte più comu-
ne di Y. enterocolitica per l’uomo. Su 43 campioni di carne di maiale provenienti da un
macello ed esaminati per la presenza di Y. enterocolitica, Y. intermedia, Y. kristensenii e Y.
frederiksenii, 8 sono risultati positivi e contenevano tutte e 4 le specie53. Y. enterocolitica fu
isolata, insieme a Klebsiella pneumoniae, da granchi raccolti vicino a Kodiak Island, in Ala-
ska, e ne fu dimostrata la patogenicità4. In uno studio condotto negli Stati Uniti, 95 lotti su
103 (92,2%) di maiali destinati al macello erano portatori di almeno un isolato di Y. entero-

Microbiologia degli alimenti716



colitica; il 98,7% degli isolati patogeni era del sierotipo O:5 e solo il 3,7% del sierotipo O:346.
In uno studio finlandese, il 92% di 51 campioni di lingua e il 25% di 255 campioni di carne
tritata contenevano Y. enterocolitica44. Questi ricercatori hanno utilizzato una PCR per il gene
target yadA insieme a un metodo di coltura e dai due metodi è risultato che oltre il 98% dei
campioni di lingua suina era positivo. Il biotipo 4 era il più comune, così come il sierotipo
O:3 (vedi oltre).

Un saggio TaqMan è stato confrontato con altri due metodi per l’efficacia di recupero di
Y. enterocolitica da carne di maiale tritata fresca e congelata: la sensibilità del saggio Taq-
Man è risultata compresa tra 3 e 4 log10 ufc/g o mL138. I risultati potevano essere ottenuti in
5 ore dopo un arricchimento di 18 ore. Il metodo thin agar layer Oxyrase (TALO) si è dimo-
strato in grado di rivelare la presenza di soli 2 log10 ufc/g di cellule danneggiate dal congela-
mento. Utilizzando questi due metodi e un terreno selettivo standard, nessuna cellula di Y.
enterocolitica è stata trovata in 100 campioni di carne di maiale tritata138.

Per quanto riguarda lo stato di portatore nell’uomo, da un’indagine condotta tra novem-
bre 1989 e gennaio 1990 su 4841 campioni di feci, provenienti da sette città di altrettanti
Stati statunitensi, è emerso che il 38% dei campioni conteneva Y. enterocolitica, il 49% shi-
gelle, il 60% Campylobacter e il 98% salmonelle75. Il 92% degli isolati di Y. enterocolitica
era del sierotipo O:3.

28.3.3  Serovar e biovar

Le serovar (sierotipi) di Y. enterocolitica più frequentemente riscontrate nelle infezioni
umane sono O:3, O:5,27, O:8 e O:9. In uno studio, su 88 isolati, tutti i 49 appartenenti a que-
ste serovar producevano una risposta positiva in cellule HeLa, che si osservava solo in 5 dei
39 isolati appartenenti alle altre serovar 88. Negli Stati Uniti la maggior parte dei ceppi pato-
geni appartiene alla serovar O:8 (biovar 2 e 3), che – con l’eccezione di occasionali isola-
menti in Canada – è stata solo raramente segnalata in altri continenti. In Canada, Africa,
Europa e Giappone, la serovar O:3 (biovar 4) è la più comune130. La seconda serovar più fre-
quente in Europa e Africa è la O:9, che è stata isolata anche in Giappone. La serovar O:3
(biovar 4, fagotipo 9b) era praticamente la sola riscontrata nella provincia canadese del Que-
bec e quella prevalente nell’Ontario130; dopo questa, le serovar più diffuse erano O:5,27 e
O:6,30. In Canada O:3 rappresentava l’85% di 256 isolati da infezioni umane, mentre O:5,27
rappresentava il 27% di 22 isolati da fonti non umane30. Sei ceppi O:8 isolati da lingue di
maiale risultarono letali per topi adulti130; Mors e Pai88 osservarono che solo il tipo O:8 era
positivo al test di Sereny. Utilizzando cellule HeLa, risultarono infettive le seguenti serovar:
O:1, O:2, O:3, O:4, O:5, O:8, O:9 e O:21. I ceppi del sierotipo O:8, oltre a essere virulenti
per l’uomo, risultano anche letali per il topo e invasivi al test di Sereny. Alcune caratteristi-
che delle quattro biovar più comuni di Y. enterocolitica sono riportate in tabella 28.4. Sem-
bra che solo le biovar 2, 3 e 4 portino il plasmide di virulenza.
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Tabella 28.4 Le quattro biovar più frequenti di Y. enterocolitica

Biovar

Substrato/Prodotto 1 2 3 4

Lipasi (Tween 80) + – – –
Deossiribonucleasi – – – +
Indolo + + – –
D-xilosio + + + –



28.3.4  Fattori di virulenza

Y. enterocolitica produce un’enterotossina termostabile (ST) che resiste a 100 °C per 20 minu-
ti, ha un peso molecolare di 9000-9700 dalton, non viene degradata da proteasi e lipasi e perde
l’attività biologica in seguito a trattamento con 2-mercaptoetanolo97,98. Sottoponendo l’ente-
rotossina a focalizzazione isoelettrica, sono stati individuate due frazioni attive con punti isoe-
lettrici (pIs) di 3,29 (ST-1) e 3,00 (ST-2)97. Un antisiero prodotto da cavie immunizzate con la
ST purificata, neutralizzava l’attività delle ST di Y. enterocolitica e di E. coli 97. Analogamen-
te alla ST di E. coli, anche l’enterotossina di Y. enterocolitica produce risposte positive nel
saggio del topo neonato e della legatura dell’ileo di coniglio e risposte negative nei saggi con
cellule CHO e surrenaliche Y-1 (vedi cap. 12). È solubile in metanolo e stimola nell’intestino
la risposta della guanilato ciclasi e dell’adenosin monofosfato ciclico (cAMP), ma non l’ade-
nilato ciclasi98,107. La sua produzione ha luogo solamente a 30 °C o a temperature inferiori100

ed è favorita nell’intervallo di pH compreso tra 7 e 8. Su 46 ceppi isolati da latte, solo 3 pro-
ducevano ST in latte a 25 °C e nessuno a 4 °C. In un mezzo sintetico la produzione di entero-
tossina era favorita dall’aerazione, ma era inibita da un elevato contenuto di ferro3. A 25 °C
erano necessarie oltre 24 ore per la produzione di ST in un mezzo complesso; sembra che il
gene che codifica per la sua sintesi sia cromosomico. Nel 1996, a Los Angeles, V. vulnificus
ha causato 16 casi di infezione e 3 decessi associati al consumo di ostriche crude27; le ostri-
che provenivano dalla baia di Galveston, Texas, e dalla baia di Eloi, Louisiana.

In uno studio il 94% di 232 isolati umani produceva enterotossina, mentre solo il 32% di
44 isolati da latte crudo e il 18% di 55 isolati da altri alimenti erano enterotossigeni101. Il 97%
di 196 serovar O:3, O:8, O:5,27, O:6,30 e O:9 era enterotossigeno. È risultato che la mag-
gior parte delle acque naturali negli Stati Uniti contiene ceppi ramnosio positivi, che sono
sierologicamente non tipizzabili o reagiscono con più serovar54. In un altro studio, 43 ceppi
di Y. enterocolitica isolati da bambini affetti da gastroenterite e 18 ceppi di laboratorio sono
stati esaminati per la produzione di ST: tutti gli isolati clinici e 7 ceppi di laboratorio produ-
cevano ST, come evidenziato dal saggio del topo neonato, e tutti erano negativi al saggio con
cellule surrenaliche Y-1100. Per quanto riguarda la produzione di ST da parte di specie diver-
se da Y. enterocolitica, in una ricerca condotta su specie isolate da latte crudo, su 21 ceppi di
Y. intermedia, 8 di Y. frederiksenii e 1 di Y aldovae nessuno è risultato positivo, mentre il
62,5% di Y. enterocolitica era ST-positivo135. Per contro, circa un terzo delle specie non-ente-
rocolitiche, incluse Y. intermedia e Y. kristensenii, è risultato positivo per ST in due altri
studi129,136. Y. bercovieri produce un’enterotossina termostabile (YbST): livelli rilevabili sono
prodotti a 4 °C dopo 144-168 ore122.

Sebbene ceppi patogeni di Y. enterocolitica producano ST, sembra che questa non sia
determinante per la virulenza; prove di ciò sono state prodotte da Schiemann112, che dimostrò
che un ceppo O:3 non produttore di enterotossina dava risposte positive con cellule HeLa e
con il test di Sereny. D’altra parte, in uno studio tutti i 49 isolati appartenenti alla serovar O:3
e le altre quattro serovar virulente producevano ST88. Oltre al ruolo marginale della ST nella
virulenza di Y. enterocolitica, alcune altre proprietà appaiono oggi meno importanti22,81. Il
virulon Yop – il fattore di virulenza più importante per le yersinie – è discusso nel capitolo
22 con alcune delle più recenti scoperte sulla patogenesi di questi microrganismi.

28.3.5  Incidenza di Y. enterocolitica negli alimenti

Questo microrganismo è stato isolato da torte, carni confezionate sotto vuoto, prodotti ittici,
ortaggi, latte e altri prodotti alimentari, oltre che da carne di manzo, agnello e maiale77. Sem-
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bra che la carne suina sia la principale fonte di ceppi patogeni per l’uomo. Più specificamen-
te, si è osservato che le tonsille di maiale rappresentano la principale fonte di contaminazio-
ne di fegato, cuore e reni43. L’incidenza e la crescita di Y. enterocolitica in latte sono discus-
se nel capitolo 7, mentre quelle relative alle carni sono trattate nel capitolo 4.

28.3.6  Sindrome gastroenterica e incidenza

Oltre che a gastroenterite, questo microrganismo è stato associato a diverse condizioni pato-
logiche dell’uomo, tra le quali pseudoappendicite, linfadenite mesenterica, ileite terminale,
artrite reattiva, peritonite, ascessi localizzati nel colon e nel collo, colecistite ed eritema
nodoso. È stato isolato da urine, sangue, fluido cerebrospinale e dagli occhi di individui
infetti e, ovviamente, dalle feci di vittime colpite da gastroenterite. Sarà qui trattata breve-
mente solo la sindrome gastroenterica.

L’incidenza di questa sindrome è stagionale, con un numero minore di epidemie in prima-
vera e maggiore in ottobre e novembre. L’incidenza è massima nei soggetti molto giovani e
negli anziani. In un’epidemia studiata da Gutman e colleghi49 i sintomi (e la relativa percen-
tuale di soggetti colpiti) erano febbre (87), diarrea (69), dolore addominale severo (62),
vomito (56), faringite (31) e cefalea (18). L’epidemia ebbe come conseguenza due appendi-
cectomie e due decessi.

Il latte (crudo, non correttamente pastorizzato o ricontaminato) è un veicolo alimentare
comune. La prima epidemia statunitense documentata si registrò nel 1976 nello Stato di New
York: il ceppo responsabile, della serovar O:8, fu veicolato da latte al cioccolato preparato
aggiungendo sciroppo di cioccolato a latte precedentemente pastorizzato12. Tra il 1988 e il
1989, in Georgia si verificò un’epidemia del sierotipo O:3 che colpì 15 bambini; l’infezione
fu veicolata da frattaglie crude30.

I sintomi della sindrome gastroenterica si manifestano diversi giorni dopo l’ingestione di
alimenti contaminati e sono caratterizzati da dolore addominale e diarrea. I bambini sembra-
no essere più suscettibili degli adulti; il microrganismo può essere ancora eliminato con le
feci anche 40 giorni dopo la scomparsa dei sintomi 4. Come conseguenza della sindrome
gastroenterica possono svilupparsi diverse complicazioni sistemiche.

28.4  Campilobatteriosi (Campylobacter jejuni)

Il genere Campylobacter comprende un numero minore di specie rispetto ai generi trattati in
precedenza; quella più importante per gli alimenti è C. jejuni subsp. jejuni, che in questo
testo è indicata come C. jejuni. Questa, a differenza di C. jejuni subsp. doylei, è resistente
alla cefalotina, può crescere a 42 °C e può ridurre i nitrati. C. jejuni differisce da Campylo-
bacter coli in quanto è in grado di idrolizzare l’ippurato. I campilobatteri sono correlati più
strettamente al genere Arcobacter che a qualsiasi altro gruppo. C. jejuni si distingue tra i
patogeni di origine alimentare poiché il suo genoma è stato il primo a essere sequenziato
(contiene 1,64 milioni di basi).

Prima degli anni Settanta, i campilobatteri erano noti soprattutto ai microbiologi veterina-
ri come organismi che causavano aborti spontanei in bestiame e pecore e come causa di altre
patologie animali. In passato essi erano classificati come Vibrio spp.

C. jejuni è un bacillo sottile, ricurvo a esse o a spirale, che possiede un singolo flagello
polare su una o entrambe le estremità della cellula. È ossidasi e catalasi positivo e non cre-
sce in presenza del 3,5% di NaCl o a 25 °C; è microaerofilo, richiedendo piccole quantità di
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ossigeno (3-6%) per la crescita. Utilizzando un ceppo di C. jejuni autobiolominescente, le sue
temperature di crescita minima, ottimale e massima su un mezzo solido piastrato con gradien-
te, erano 30, 40 e 45 °C 68. Alla temperatura di crescita ottimale di 40 °C questo ceppo cresce-
va bene a pH 5,5-8,0, con concentrazioni di NaCl fino a 1,75%. Lo sviluppo è inibito da livel-
li di ossigeno del 21%; per una buona crescita è richiesta anidride carbonica (10% circa). Ino-
culando C. jejuni in carne di tacchino trasformata e confezionata sotto vuoto, il numero di
cellule diminuiva, ma alcune rimanevano vitali per 28 giorni a 4 °C105. Possiede un metabo-
lismo respiratorio. Oltre a C. jejuni, C. coli, C. intestinalis e molte altre specie di Campylo-
bacter causano diarrea nell’uomo, ma C. jejuni è di gran lunga la specie più importante.

Per le loro piccole dimensioni cellulari, questi microrganismi possono essere separati dalla
maggior parte degli altri batteri Gram-negativi utilizzando un filtro da 0,65 μm. C. jejuni è
termosensibile; per una miscela in parti uguali di cinque ceppi sono stati osservati valori di
D55 °C di 1,09 minuti in peptone e di 2,25 minuti in pollo tritato e autoclavato14. Raggiungen-
do con la cottura una temperatura interna della carne di manzo tritata di 70 °C, 107 cellule/g
non venivano più rilevate dopo circa 10 minuti120. C. jejuni sembra sensibile al congelamen-
to: circa 105 cellule per carcassa di pollo venivano fortemente ridotte o completamente eli-
minate a –18 °C; nella carne per hamburger contaminata artificialmente la concentrazione
era ridotta di 1 ciclo logaritmico nell’arco di 7 giorni47.

28.4.1  Distribuzione

A differenza di Y. enterocolitica e V. parahaemolyticus, C. jejuni non è un microrganismo
ambientale ma si trova perlopiù associato ad animali a sangue caldo. È stato dimostrato che
una grande percentuale di tutti i principali animali da carne – in primo luogo il pollame –
contiene questi microrganismi nelle feci. La sua prevalenza nei campioni fecali spesso varia
dal 30% circa al 100%. Blaser15 ha sintetizzato i risultati degli isolamenti condotti da diver-
si ricercatori, evidenziando che i campioni positivi per C. jejuni e le relative percentuali sono
i seguenti: contenuto intestinale di pollo (39-83), feci suine (66-87), feci ovine (fino a 73),
contenuto intestinale suino (61) carcasse di pecora (24), carcasse suine (22), pollo eviscera-
to (72-80) e tacchino eviscerato (94).

In uno studio longitudinale di 5 anni, condotto nel periodo 1989-1994 in un piccolo alle-
vamento dell’Inghilterra meridionale, sono stati esaminati 12.233 polli e il 27% è risultato
positivo per C. jejuni 102. Su 251 branchi, il 35,5% era positivo per C. jejuni, ma solo il 9,2%
trasmetteva il microrganismo al branco allevato successivamente nello stesso capannone.
Complessivamente, vi era un basso livello di trasmissione tra branchi. Per l’assenza di ele-
vata diversità tra i tipi, come fonte comune è stata suggerita la trasmissione verticale più che
l’ambiente di cova o i mezzi di trasporto102. L’ecologia e la prevalenza dei campilobatteri in
altri alimenti freschi e nell’ambiente sono stati oggetto di una revisione91.

Campioni fecali provenienti da individui con diarrea contengono C. jejuni, che può esse-
re la singola causa più comune di diarrea batterica acuta nell’uomo. Di 8097 campioni sot-
toposti a otto laboratori ospedalieri, in un periodo di 15 mesi in diverse parti degli Stati Uniti,
il 4,6% conteneva C. jejuni, il 2,3% salmonelle e l’1% shigelle16. La massima frequenza di
isolamento per C. jejuni si osserva nei mesi estivi nella fascia di età compresa tra 10 e 29
anni; è stato riportato che, nei Paesi sviluppati, il 3-14% dei campioni fecali di pazienti affet-
ti da diarrea contiene C. jejuni 15. La massima frequenza d’isolamento in galline tenute sin-
golarmente in gabbia si verificava in ottobre e tra fine aprile e inizio maggio39. In quest’ul-
timo studio, l’8,1% delle galline eliminava cronicamente il microrganismo, mentre il 33%
era negativo sebbene fosse probabilmente esposto. La fonte più probabile di C. jejuni in
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un’azienda di lavorazione di anatre è stata individuata negli escrementi di ratti e di topi, con
l’86,7% dei primi trovati positivi per questa specie67. Sembra esservi consenso sul fatto che
questo microrganismo non si trasmette attraverso la cova, ma piuttosto ai polli attraverso
parassiti. Il cieco è il principale sito di colonizzazione e i microrganismi non sono general-
mente patogeni per i volatili adulti.

Il numero di cellule di C. jejuni in alcuni prodotti aviari varia da log 2,00 a 4,26/g. Una
volta che questo microrganismo abbia colonizzato un pollaio, la maggior parte dei volatili si
infetta nel tempo. Uno studio ha dimostrato che il microrganismo compariva in tutti gli avi-
coli di un gruppo entro una settimana dall’infezione del primo117. Oltre al pollame, l’altra
fonte principale di di C. jejuni è rappresentata dal latte crudo. Poiché il batterio è presente
nelle feci di vacca, non sorprende che possa essere ritrovato nel latte crudo e ci si dovrebbe
attendere un grado di contaminazione variabile a seconda delle procedure di mungitura. In
uno studio condotto in Wisconsin su latte crudo stoccato in serbatoi, solo uno dei 108 cam-
pioni esaminati era positivo per C. jejuni, mentre era positivo il 64% dei campioni di feci
provenienti da vacche di una mandria di Grado A40. Nei Paesi Bassi, il 22% di 904 campio-
ni fecali di vacca e il 4,5% di 904 campioni di latte crudo contenevano C. jejuni11.

L’importanza della contaminazione crociata come fonte di questo microrganismo per l’uo-
mo è illustrata dall’epidemia di gastroenterite da Campylobacter, ricondotta al consumo di
lattuga e lasagne, che ha coinvolto 14 persone in Oklahoma26. Gli alimenti responsabili erano
stati preparati in un ambiente ristretto, nel quale era stato in precedenza tagliato del pollo e
dove, con tutta probabilità, erano stati contaminati. Per il numero di cellule di campilobatte-
ri in vari alimenti, vedi i capitoli 4 e 9.

28.4.2  Caratteristiche di virulenza

Almeno alcuni ceppi di C. jejuni producono un’enterotossina termolabile (CJT) che condivi-
de diverse caratteristiche con le enterotossine di V. cholerae (CT) e di E. coli (LT). CJT
aumenta i livelli di cAMP, induce cambiamenti nelle cellule CHO e provoca l’accumulo di
fluidi nell’ansa ileale di ratto108. La produzione massima di CJT in un terreno speciale era rag-
giunta a 42 °C in 24 ore, e la quantità prodotta risultava aumentata da polimixina72. I livelli
di proteina CJT prodotti dai ceppi variavano ampiamente da 0 a circa 50 ng/mL. La quantità
di tossina, determinata mediante il saggio delle cellule surrenaliche Y-1, raddoppiava espo-
nendo le cellule prima a lincomicina e quindi a polimixina83. CJT è neutralizzata dagli anti-
sieri per CT e per LT di E. coli, indicando un’omologia immunologica con queste due ente-
rotossine72. La CJT di C. jejuni sembra avere in comune gli stessi recettori cellulari della CT
e della LT di E. coli, e contiene una subunità B immunologicamente correlata alle subunità B
delle CT e LT di E. coli 73. Inoltre, viene prodotta una citotossina attiva contro le cellule Vero
e HeLa. L’enterotossina e la citotossina inducono l’accumulo di fluidi nell’ansa ileale di ratto,
ma non in quello di topo, maiale o vitello. L’enterotossina parzialmente purificata conteneva
tre frazioni con pesi molecolari di 68, 54 e 43 kDa61. Su 202 ceppi di C. jejuni e C. coli iso-
lati da pazienti affetti da enterite e da galline ovaiole sane, il 34% dei ceppi di C. jejuni e il
22% dei ceppi di C. coli producevano enterotossina, determinata mediante saggio CHO78.

Confrontando ceppi di Campylobacter jejuni isolati dall’uomo e da pollame, è emerso che
i primi avevano invasività o tossicità per le cellule Vero più elevata89. L’invasività era asso-
ciata ai biotipi 1 e 2, mentre la tossicità cellulare (con cellule CHO e INT-407) era associa-
ta ai biotipi 3 e 4.

L’enterite da C. jejuni sembra essere causata in parte dalla capacità invasiva del micror-
ganismo. Ciò è dimostrato dalle caratteristiche del quadro clinico, dal rapido sviluppo di
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livelli elevati di agglutinina dopo l’infezione, dall’isolamento del microrganismo dal sangue
periferico nel corso della fase acuta della malattia e dalla scoperta che C. jejuni è in grado di
penetrare le cellule HeLa80. Tuttavia, C. jejuni non risulta invasivo né con il test di Sereny
né con quello di Anton.

Le cellule Caco-2 non sono invase per endocitosi, ma con un meccanismo che richiede
energia109. Tra le diverse sequele associate alla campilobatteriosi, vi è la sindrome di Guillain-
Barré (GBS)116. Si stima che circa un terzo dei pazienti con GBS sviluppi i sintomi 1-3 setti-
mane dopo l’enterite da C. jejuni. Nello schema di sierotipizzazione di Penner, si riconoscono
oltre 48 sierotipi di C. jejuni; il sierotipo 19 è tra quelli che sembrano associati alla GBS. Que-
sto ceppo ha una struttura oligosaccaridica identica al tetrasaccaride terminale del ganglioside
GM1 dell’ospite e poiché i gangliosidi sono componenti di superficie del tessuto nervoso, anti-
corpi attivi contro la struttura oligosaccaridica di C. jejuni avrebbero effetti antineurali142.

In cellule di C. jejuni è stata dimostrata la presenza di plasmidi. Su 17 ceppi studiati, 11
portavano plasmidi di peso molecolare variabile da 1,6 a 70 MDa, ma il loro ruolo e la loro
funzione nella malattia non sono chiari.

È stato sviluppato uno schema di sierotipizzazione per C. jejuni. L’82% e il 98% dei ceppi
isolati, rispettivamente da polli e dall’uomo, appartenevano alla biovar 1113.

Complessivamente, le specifiche modalità di patogenesi di Campylobacter sono ancora
oscure. In una revisione è stato osservato che la mobilità e l’invasione svolgono un ruolo
nella patogenesi e che i ruoli delle tossine sono tutt’altro che chiari71.

28.4.3  Sindrome enterica e prevalenza

Nella prima epidemia statunitense di C. jejuni, ricondotta a una fornitura d’acqua29, nella
quale contrassero l’infezione circa 2000 individui, i sintomi (e le percentuali di soggetti col-
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piti) erano i seguenti: dolore addominale o crampi (88), diarrea (83), malessere (76), cefalea
(54) e febbre (52). I sintomi duravano da 1 a 4 giorni. Nei casi più severi, possono aversi feci
emorragiche e la diarrea può ricordare una colite ulcerosa, mentre il dolore addominale può
simulare un’appendicite acuta15. Il periodo d’incubazione per l’enterite è estremamente
variabile; in genere è di circa 48-82 ore, ma può anche essere di 7-10 giorni o più. La diar-
rea può durare per 2-7 giorni e i microrganismi possono essere eliminati con le feci per più
di 2 mesi dopo la scomparsa dei sintomi.

Negli Stati Uniti, negli anni 1996-1998, il numero di isolati in laboratori clinici di Campy-
lobacter era superiore a quello di salmonelle (figura 28.1). Gli isolati provenivano dai labo-
ratori clinici di città selezionate di cinque Stati (Rete di sorveglianza FoodNet24 descritta nel
capitolo 22). Occorre osservare che i numeri degli isolati non rappresentano casi certi di
malattie trasmesse da alimenti; si assume che i microrganismi in questione siano stati con-
tratti dagli alimenti, anche se ciò non è dimostrato. Nel caso di Campylobacter, si ipotizza
che circa il 90% sia di origine alimentare. Questo metodo di sorveglianza potrebbe essere un
valido indicatore, senza precedenti, dei casi effettivi di origine alimentare. È insolito che un
microrganismo così delicato e sensibile all’ambiente circostante possa essere la causa prin-
cipale di malattie trasmesse da alimenti. È interessante osservare che la più vasta epidemia
di enterite da Campylobacter mai registrata, come si è detto, fu causata dalla fornitura d’ac-
qua di un paese del Vermont, dove furono infettate circa 2000 persone29.

28.5  Prevenzione

V. parahaemolyticus, Y. enterocolitica e C. jejuni sono tutti batteri termosensibili, distrutti
dalle temperature di pastorizzazione del latte. Evitando prodotti ittici crudi e prevenendo
contaminazioni crociate con materie prime contaminate, è possibile eliminare o ridurre drasti-
camente l’incidenza delle gastroenteriti di origine alimentare causate da V. parahaemolyticus e
Y. enterocolitica. 

Per prevenire l’infezione delle ferite da parte di vibrioni, le persone che presentano tagli
o abrasioni cutanee dovrebbero evitare di immergersi in acque marine o di estuari. La yersi-
niosi può essere evitata, o certamente minimizzata, evitando di bere acqua che non sia stata
adeguatamente trattata ed evitando il consumo di latte crudo o non correttamente pastorizza-
to. La campilobatteriosi, infine, può essere prevenuta evitando il consumo di alimenti di ori-
gine animale – specialmente latte e pollame crudo – poco cotti o non pastorizzati.
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I parassiti animali che possono essere contratti attraverso il consumo di alcuni alimenti
appartengono a tre gruppi distinti: protozoi, platelminti e nematodi. Molti dei membri più
importanti di ciascun gruppo d’interesse per gli alimenti umani sono esaminati in questo
capitolo, insieme alla loro classificazione.

A differenza dei batteri di origine alimentare, i parassiti animali non proliferano negli ali-
menti e la loro presenza deve essere rilevata mediante metodi diretti, poiché essi non cresco-
no sui mezzi di coltura. Avendo tutti dimensioni maggiori rispetto ai batteri, possono essere
individuati piuttosto facilmente utilizzando appropriate concentrazioni e procedure di colo-
razione. Poiché molti sono patogeni intracellulari, la resistenza a queste malattie è spesso
dovuta a fenomeni cellulari simili a quelli associati alla listeriosi (vedi capitolo 25).

Infine, un’altra differenza significativa tra alcuni parassiti animali e i batteri è rappresen-
tata dal fatto che i primi richiedono più di un ospite animale per il proprio ciclo vitale.
L’ospite definitivo è l’animale nel quale il parassita adulto completa il ciclo sessuale; l’ospi-
te intermedio è l’animale nel quale le forme larvali o giovanili del parassita si sviluppano. In
alcuni casi, vi è solo un ospite definitivo (per esempio, nella criptosporidiosi); in altri casi,
più di un animale può servire da ospite definitivo (per esempio, nella difillobotriasi); in altri
casi ancora, sia lo stadio larvale sia quello adulto risiedono nello stesso ospite (per esempio,
nella trichinellosi).

29.1  Protozoi

I protozoi appartengono al regno Protista (Protoctista), che comprende anche le alghe e i fun-
ghi flagellati. Sono le forme animali più piccole e primitive e i sei generi d’interesse alimen-
tare sono classificati come segue.

Regno Protista
Phylum Sarcomastigophora

Subphylum Mastigophora
Classe Zoomastigophorea

Ordine Diplomonadida
Famiglia Hexamitidae

Genere Giardia
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Subphylum Sarcodina
Superclasse Rhizopoda
Classe Lobosea

Ordine Amoebida
Famiglia Endamoebidae

Genere Entamoeba

Phylum Apicomplexa (= Sporozoa)
Classe Sporozoea

Ordine Eucoccidiida
Famiglia Sarcocystidae

Genere Toxoplasma
Genere Sarcocystis

Famiglia Cryptosporidiidae
Genere Cryptosporidium
Genere Cyclospora

29.1.1  Giardiasi

Giardia lamblia è un protozoo flagellato presente nelle acque ambientali a livelli maggiori di
Entamoeba histolytica. Le cellule protozoarie (trofozoiti) producono cisti, che rappresentano
le forme principali riscontrabili nell’acqua e negli alimenti. Le cisti hanno forma a pera, con
dimensioni variabili di 8-20 μm in lunghezza e 5-12 μm in larghezza. I trofozoiti possiedono
otto flagelli, che originano dalla superficie ventrale vicino ai nuclei appaiati, responsabili della
mobilità “a foglia cadente”. Dopo l’ingestione, con l’ausilio dell’acidità e delle proteasi dello
stomaco, le cisti di Giardia si aprono nel tratto gastrointestinale, dando luogo in alcuni indivi-
dui alla forma clinica della giardiasi. La liberazione dei trofozoiti avviene a livello dell’inte-
stino tenue superiore, e questa fase viene assimilata a un fattore di virulenza9. I trofozoiti non
sono attivamente fagocitici e si procurano i nutrienti per assorbimento. Occasionalmente ven-
gono invasi i dotti biliari, con conseguente colecistite. Rispetto ad altri parassiti protozoici
intestinali, i trofozoiti di Giardia non penetrano profondamente nei tessuti parenterali.

Distribuzione ambientale
L’acqua rappresenta la seconda fonte più comune di giardiasi. Negli Stati Uniti la prima epi-
demia, con 123 casi, si verificò nella località sciistica di Aspen (Colorado) nel 196522; tra il
1965 e il 1977 si registrarono 23 epidemie causate da acqua, con oltre 7000 persone colpi-
te23; tra il 1971 e il 1985, furono documentate 92 epidemie22. Le cisti di Giardia sono in
genere resistenti alle concentrazioni di cloro utilizzate nelle forniture d’acqua. È stato dimo-
strato che castori e topi muschiati costituiscono le principali fonti di questo microrganismo
per i corpi idrici. In uno studio condotto su 220 campioni fecali di topo muschiato preleva-
ti da acque naturali nel sudovest del New Jersey, il 70% conteneva cisti di Giardia59. Si
stima che fino al 15% della popolazione statunitense sia infettata da questo microrganismo.

Sindrome, diagnosi e terapia
Il periodo d’incubazione per la giardiasi clinica è di 1-4 settimane; le cisti compaiono nelle
feci dopo 3-4 settimane. Il passaggio asintomatico delle cisti rappresenta la manifestazione
più benigna dell’infezione da G. lamblia nell’uomo, ma quando si verifica la giardiasi clini-
ca, i sintomi possono persistere da diversi mesi a un anno o più. I pazienti eliminano ogni
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giorno con le feci fino a 9,0 × 108 cisti, che possono sopravvivere anche per 3 mesi nei liqua-
mi degli scarichi fognari3. G. lamblia generalmente non è invasiva; la malattia sintomatica è
spesso accompagnata da malassorbimento96. La crescita del microrganismo è favorita dal-
l’elevato contenuto di bile nel duodeno e nel digiuno superiore79.

I 1400 statunitensi dell’isola di Madeira, che nel 1976 furono vittime di un’epidemia di
giardiasi, presentavano i seguenti sintomi (tra parentesi è indicata l’incidenza): crampi addo-
minali (75%), distensione addominale (72%), nausea (70%) e perdita di peso (40%). La
mediana del periodo d’incubazione era di 4 giorni; G. lamblia fu isolata dal 47% di 58 pazien-
ti ammalati. Il consumo di acqua di rubinetto, gelato o ortaggi crudi risultò significativamen-
te associato alla malattia66. Le 29 vittime dell’epidemia del 1979-1980, ricondotta al consumo
di una conserva casalinga di salmone (vedi oltre), presentavano un quadro clinico caratteriz-
zato da diarrea (100%), stanchezza (97%), crampi addominali (83%), febbre (21%), vomito
(17%) e perdita di peso (59%)77. In un altro studio condotto su 183 pazienti, i cinque sintomi
principali erano diarrea (92%), crampi (70%), nausea (58%), febbre (28%) e vomito (23%)96.
Una perdita di peso di circa 2,5 kg si osserva comunemente nella giardiasi ed era associata a
un’epidemia del 1985 ricondotta al consumo di un’insalata di noodle (spaghetti cinesi)78.

La giardiasi è una malattia altamente contagiosa; è stata documentata in centri di assisten-
za diurna nei quali prevalevano scarse condizioni igieniche. L’incidenza dell’infezione
umana varia dal 2,4 al 67,5%19. Per provocare l’infezione nell’uomo sono sufficienti 10 cisti
di G. lamblia o anche un numero inferiore82.

La diagnosi di giardiasi si basa sulla dimostrazione della presenza di trofozoiti in campio-
ni fecali mediante esame microscopico a fresco o dopo colorazione. G. lamblia può essere col-
tivata in coltura axenica, ma ciò non favorisce una rapida diagnosi, per la quale sono stati svi-
luppati efficaci saggi ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Nel corso dell’infezione
da G. lamblia si osserva un aumentato livello in circolo sia di anticorpi sia di linfociti T. Non
essendo stata dimostrata nessuna enterotossina, la diarrea è causata da altri fattori96.

Il farmaco di scelta per la cura della giardiasi è la chinacrina, un derivato dell’acridina;
sono efficaci anche il metronidazolo e tinidazolo96.

Incidenza negli alimenti e casi legati al consumo di alimenti
La presenza di Giardia è stata dimostrata in alcuni ortaggi; si può presumere che il micror-
ganismo si ritrovi su alimenti lavati con acqua contaminata o contaminati da portatori asin-
tomatici che osservano scarse misure igieniche. Su 64 cespi di lattuga esaminati a Roma, nel
1968, 48 contenevano cisti di Giardia; nel 1981 le cisti sono state riscontrate anche in fra-
gole coltivate in Polonia3.

Già nel 1928 fu avanzata l’ipotesi che, negli ospedali, la probabile fonte di infezioni da
protozoi per i pazienti fossero gli addetti alla manipolazione degli alimenti. In un centro
urbano il 36% di 844 pazienti contrasse la giardiasi e si ritenne che l’infezione fosse stata
acquisita consumando prodotti ortofrutticoli crudi contaminati da cisti. Barnard e Jackson3

hanno esaminato questo e altri episodi “storici” di sospetta giardiasi d’origine alimentare. Di
seguito sono riportati alcuni casi, sospetti o confermati, di giardiasi alimentare.

1. Nel 1960, in seguito al consumo di un pudding natalizio, probabilmente contaminato da
feci di roditori, tre membri su quattro di una famiglia si ammalarono di giardiasi21. Furo-
no trovate cisti simili a quelle di Giardia.

2. Nel corso di uno studio sulla sorveglianza delle malattie trasmesse da alimenti, condotto
negli Stati Uniti nel biennio 1968-1969, Gangarosa e Donadio39 registrarono nel 1969
un’epidemia di giardiasi con 19 casi; non produssero ulteriori dettagli.
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3. Nel dicembre 1979, 29 dei 60 dipendenti di una scuola di una comunità rurale nel Minne-
sota contrassero la malattia dopo aver consumato una conserva casalinga di salmone; la
conserva era stata preparata da uno dei dipendenti dopo che aveva cambiato il pannolino
di un neonato che in seguito risultò affetto da un’infezione asintomatica da Giardia77.
Questa fu la prima epidemia ben documentata imputabile a una fonte comune.

4. Nel luglio 1985, 13 dei 16 partecipanti a un picnic nel Connecticut mostrarono i sintomi
caratteristici della giardiasi; l’alimento responsabile fu probabilmente un’insalata di spa-
ghetti cinesi (noodle)78. Sebbene la maggior parte delle vittime sviluppò i sintomi tra 6 e
20 giorni dopo il picnic, la persona che aveva preparato l’insalata si ammalò dopo 1 solo
giorno. Questa fu la seconda epidemia da fonte comune ben documentata riconducibile a
un prodotto alimentare.

5. Nel 1988, ad Albuquerque (New Mexico), tra 108 membri di un gruppo giovanile parroc-
chiale vi furono 21 casi di giardiasi. Gli alimenti che con maggiore probabilità causarono
l’epidemia furono individuati negli ingredienti utilizzati dai genitori per la preparazione
di tacos per la cena parrocchiale18.

Epidemie di giardiasi di origine alimentare sono state registrate dal CDC nel 1985 e 1986,
con un’epidemia e 13 casi nel 1985 e 2 epidemie e 28 casi nel 19865. La frequenza di ritro-
vamento di questo microrganismo suggerisce che possa essere una causa di infezione alimen-
tare più comune di quanto riportato. Il periodo d’incubazione superiore a 7 giorni potrebbe
essere uno dei fattori che contribuiscono alla sottostima. Un altro possibile fattore è la neces-
sità di dimostrare la presenza del microrganismo nelle feci e negli avanzi di alimenti median-
te esame microscopico, una procedura non di routine nell’esame microbiologico degli ali-
menti quando si verificano epidemie di gastroenterite di origine alimentare.

29.1.2  Amebiasi

L’amebiasi (dissenteria amebica), causata da Entamoeba histolytica, è spesso trasmessa per
via oro-fecale, sebbene sia nota la trasmissione attraverso l’acqua, gli addetti alla manipola-
zione degli alimenti e gli alimenti stessi. Secondo Jackson48 la documentazione della trasmis-
sione della dissenteria amebica attraverso gli alimenti è migliore rispetto a quella di altre
malattie protozoarie intestinali. Una caratteristica inusuale di questo organismo è l’essere
anaerobico; i trofozoiti (stadio di ameba) sono privi di mitocondri. Si tratta di un anaerobio
aerotollerante che richiede glucosio o galattosio come principale substrato respiratorio69. I
trofozoiti di E. histolytica hanno dimensioni variabili da 10 a 60 μm, mentre quelle delle cisti
in genere variano da 10 a 20 μm. Mentre i trofozoiti sono mobili, le cisti non lo sono. Si trova
spesso con Entamoeba coli, con la quale è associata nell’intestino e nelle feci. Nelle feci fre-
sche di un paziente con dissenteria attiva, E. histolytica è attivamente mobile e presenta eri-
trociti che ingloba attraverso pseudopodi. Sebbene nelle feci il numero di E. histolytica sia
generalmente inferiore rispetto a quello di Entamoeba coli, quest’ultima non ingloba mai
globuli rossi. I trofozoiti non persistono in condizioni ambientali, mentre le cisti sopravvivo-
no anche 3 mesi nei liquami degli scarichi fognari3. Un individuo affetto da questa malattia
può eliminare fino a 4,5 ×107 cisti al giorno3.

La possibile trasmissione delle cisti agli alimenti diviene una possibilità concreta quando
le pratiche di igiene personale sono scarse. L’incidenza dell’amebiasi varia ampiamente, con
un tasso dell’1,4% riportato a Tacoma (Washington), fino al 36,4% delle campagne del Ten-
nessee19. Si stima che il 10% della popolazione mondiale sia infettata da E. histolytica e che
si verifichino ogni anno fino a 100 milioni di casi di colite amebica o di ascessi epatici.
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Nello stadio di trofozoita, l’organismo induce infezione con formazione di ascessi nelle cel-
lule della mucosa intestinale e ulcere nel colon. La sua adesione alle glicoproteine della cellu-
la ospite è mediata da una lectina galattosio-specifica. Si riproduce per fissione binaria nell’in-
testino crasso. Si incista nell’ileo e le cisti possono trovarsi libere nel lume intestinale. L’or-
ganismo produce una proteina enterotossica con un peso molecolare di 35.000-45.000 Da19.

Sindrome, diagnosi e terapia
Il periodo di incubazione per l’amebiasi è di 2-4 settimane e i sintomi possono persistere
diversi mesi. L’esordio è spesso insidioso, con feci non formate e generalmente senza febbre.
Muco e sangue sono tipicamente presenti nelle feci dei pazienti. Successivamente compaio-
no dolori addominali marcati, febbre, diarrea grave, vomito e lombalgia: sintomi che evoca-
no in qualche misura la shigellosi. La perdita di peso è frequente e tutti i pazienti presentano
feci positive alla ricerca di emoglobina. Secondo Jackson48, l’amebiasi fulminante con ulce-
razione del colon e tossicità si verifica nel 6-11% dei casi, specialmente in donne con deple-
zione da gravidanza o allattamento. Nel colon possono formarsi masse di amebe e muco, con
conseguente ostruzione intestinale. In alcuni individui l’amebiasi può durare molti anni a dif-
ferenza della giardiasi, i cui sintomi raramente persistono per più di 3 mesi3. In particolari
condizioni, l’amebiasi può risultare da una relazione sinergica con alcuni batteri intestinali.

L’amebiasi viene diagnosticata dimostrando la presenza di trofozoiti e cisti nelle feci o in
campioni di mucosa intestinale. Sono utili anche metodi immunologici, quali emoagglutina-
zione indiretta, immunofluorescenza indiretta, agglutinazione al lattice e ELISA. La sensibi-
lità di questi test è elevata per l’amebiasi extraintestinale: è considerato significativo un tito-
lo di 1:64 per emoagglutinazione indiretta.

La sindrome può essere curata con farmaci amebicidi, quali metronidazolo e clorochina.
La resistenza è mediata dall’immunità cellulare. È stato dimostrato che, in presenza di anti-
geni di E. histolytica, i linfociti dei pazienti producono γ -interferon, che attiva macrofagi con
proprietà amebicide90.

29.1.3  Toxoplasmosi

Questa malattia è causata da Toxoplasma gondii, un protozoo coccidico parassita intracellu-
lare obbligato. Il nome generico deriva dalla caratteristica forma del protozoo nello stadio di
ameba (dal greco toxon, arco). Fu isolato per la prima volta nel 1908 da un roditore africa-
no, il gondii, dal quale deriva il nome della specie. Nella maggior parte dei casi l’ingestione
di oocisti di T. gondii non causa sintomi nell’uomo o l’infezione è autolimitante. In questi
casi l’organismo si incista e diviene latente. Tuttavia, in seguito a depressione dell’immuno-
competenza, la recrudescenza dell’infezione latente si manifesta come toxoplasmosi, che
costituisce una minaccia per la vita.

Gatti domestici e selvatici sono gli unici ospiti definitivi per la fase intestinale o sessuale
dell’organismo, e ciò li rende la fonte primaria di toxoplasmosi umana. Di norma l’infezio-
ne si trasmette da un gatto all’altro, ma tutti gli animali vertebrati sono virtualmente suscet-
tibili alle oocisti disseminate dai gatti. Per provocare la toxoplasmosi clinica nell’uomo sono
sufficienti 100 oocisti; queste possono sopravvivere per oltre un anno in ambienti caldi e
umidi33. Tra gli alimenti di origine animale, la carne suina è la fonte principale per l’uomo.

Sintomi, diagnosi e terapia
Nella maggior parte degli individui la toxoplasmosi è asintomatica; quando si manifestano,
i sintomi comprendono febbre con rash, cefalea, dolori muscolari e ingrossamento dei linfo-
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nodi. Il dolore muscolare è piuttosto severo e può durare anche più di un mese. Talvolta,
alcuni dei sintomi simulano la mononucleosi infettiva. Negli adulti il periodo d’incubazione
è di 6-10 giorni, mentre nei neonati la malattia è congenita.

La toxoplasmosi si sviluppa in seguito all’ingestione di oocisti (se da feci di gatto), che
giunte nell’intestino rilasciano otto sporozoiti mobili per azione degli enzimi digestivi. Le
oocisti hanno forma ovoidale, con diametro di 10-12 μm, e possiedono una spessa parete. Gli
sporozoiti sono falciformi e misurano circa 3 ×7 μm; non possono sopravvivere a lungo al di
fuori dei tessuti dell’animale ospite, né possono sopravvivere all’attività gastrica. Quando
vengono liberate nell’intestino, queste forme attraversano le pareti intestinali e si moltiplica-
no rapidamente in molte altre parti del corpo, dando origine alla sintomatologia clinica. Le
forme che si moltiplicano più velocemente sono i tachizoiti (dal greco tachys, rapido); negli
individui immunocompetenti questi infine si raggruppano, dando origine a cisti del diametro
di 10-200 μm, circondate da una parete protettiva. I protozoi contenuti all’interno delle cisti
sono indicati con il termine bradizoiti (dal greco bradys, lento) e sono più piccoli dei più atti-
vi tachizoiti. I bradizoiti possono persistere nell’organismo per tutta la vita di un individuo;
tuttavia, se le cisti vengono rotte meccanicamente o si rompono spontaneamente in un sog-
getto immunodepresso, i bradizoiti vengono liberati e iniziano a moltiplicarsi alla velocità
dei tachizoiti, dando luogo a un’altra infezione attiva. La formazione di una parete cistica
attorno ai bradizoiti coincide con lo sviluppo dell’immunità permanente dell’ospite. Normal-
mente le cisti sono contenute all’interno delle cellule ospiti. Le infezioni da T. gondii sono
asintomatiche nella stragrande maggioranza dei casi umani (immunocompetenti), ma nelle
infezioni congenite e negli ospiti immunocompromessi, come pazienti affetti da sindrome da
immunodeficienza acquisita (AIDS), la malattia è molto più severa. È stato riportato che,
nelle donne gravide che contraggono la toxoplasmosi all’inizio della gestazione, i tachizoiti
attraversano la placenta nel 45% circa dei casi. 

A differenza di altre malattie protozoarie intestinali, la toxoplasmosi non può essere dia-
gnosticata dimostrando la presenza di oocisti nelle feci, poiché queste forme compaiono solo
nelle feci di gatto. Diversi metodi sierologici sono ampiamente utilizzati per diagnosticare
l’infezione acuta. Un aumento di quattro volte del titolo anticorpale di immunoglobuline G
(IgG) tra campioni di siero prelevati in fase acuta e in convalescenza è indicativo di infezio-
ne acuta. Una conferma più rapida dell’infezione acuta è possibile dosando le immunoglo-
buline M (IgM), che compaiono durante la prima settimana del’infezione e raggiungono un
picco tra la seconda e la quarta settimana80. Tra gli altri metodi diagnostici vi sono il test con
blu di metilene, l’emoagglutinazione indiretta, l’immunofluorescenza indiretta e l’immunoe-
lettroforesi. Con il test di emoagglutinazione indiretta, titoli di anticorpo superiori a 1:256
sono generalmente indicativi di infezione attiva.

Sebbene l’infezione da toxoplasma induca immunità protettiva, essa è, in parte, mediata
da cellule. In molte infezioni batteriche, caratterizzate dall’ingestione delle cellule da parte
dei fagociti, i granuli interni di questi ultimi rilasciano enzimi che distruggono i batteri.
Durante tale processo la respirazione aerobica lascia il passo alla glicolisi anaerobica, che
determina la formazione di acido lattico e il conseguente abbassamento del pH. La maggio-
re acidità contribuisce alla distruzione dei batteri ingeriti e alla produzione di superossido
che, a pH acido, produce ossigeno singoletto (1O2). Quest’ultimo è piuttosto tossico. I tachi-
zoiti di T. gondii sono inusuali in quanto una volta fagocitati, non viene innescata la produ-
zione di H2O2 e non si verificano l’abbassamento del pH e la formazione di ossigeno singo-
letto. Inoltre, essi si localizzano in vacuoli dei fagociti che non si fondono con i lisosomi
secondari preesistenti. Pertanto, sembra che il loro meccanismo patogenetico coinvolga
un’alterazione delle membrane del fagocita che ne impedisce la fusione con altri organelli
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endocitici o biosintetici, oltre agli altri fenomeni di cui si è detto55. I linfociti T giocano un
ruolo nell’immunità verso T. gondii; ciò è stato dimostrato utilizzando topi nudi, ai quali cel-
lule T provenienti da topi normali infettati con T. gondii conferivano la capacità di resistere
all’infezione da parte di un ceppo altamente virulento di T. gondii 29.

La terapia antimicrobica per la toxoplasmosi consiste nell’uso di sulfonamide, pirimeta-
mina, pirimetamina più clindamicina, o fluconazolo. La pirimetamina è un antagonista del-
l’acido folico che inibisce la diidrofolato reduttasi.

Distribuzione di T. gondii
La toxoplasmosi è considerata un’infezione universale, con un’incidenza maggiore ai tropi-
ci e minore nelle zone con clima più freddo. Si stima che il 50% degli statunitensi in età adul-
ta abbia in circolo anticorpi contro T. gondii 80. In uno studio condotto su reclute dell’eserci-
to statunitense il 13% risultò positivo agli anticorpi antitoxoplasma36. Negli Stati Uniti si
stima che ogni anno oltre 3000 bambini siano infettati da T. gondii perché le madri contrag-
gono l’infezione durante la gravidanza33. Il 17% delle infezioni fetali si verificano nel primo
trimestre della gravidanza e il 65% nel terzo trimestre; quelle contratte nel primo trimestre
hanno conseguenze più gravi80. Su 3000 donne gravide esaminate per la presenza di anticor-
pi contro T. gondii, il 32,8% risultò positivo58.

Fayer e Dubey33 hanno revisionato gli studi più approfonditi condotti sugli anticorpi con-
tro T. gondii in animali da carne: su oltre 16.000 capi di bestiame controllati, il 25% in media
presentava anticorpi; le cisti infettive somministrate, provenienti da gatti, persistevano fino a
267 giorni e la maggior parte veniva trovata nel fegato. Su oltre 9000 pecore, il 31% in media
presentava anticorpi; le oocisti somministrate persistevano per 173 giorni e la maggior parte
si localizzava nel muscolo cardiaco. Analogamente, il 29% dei maiali sviluppava anticorpi; le
oocisti persistevano per 171 giorni e la maggior parte veniva riscontrata nel cervello e nel
cuore; nelle capre le oocisti persistevano fino a 441 giorni e si localizzavano prevalentemen-
te nei muscoli scheletrici. Poiché gli animali da carne sono erbivori, Fayer e Dubey33 conclu-
sero che la contaminazione del mangime e dell’acqua – da parte delle oocisti disseminate dai
gatti attraverso le feci – dovesse essere la fonte principale di infezione, coadiuvata dalla pra-
tica comune in alcune aziende agricole di tenere i gatti per debellare le infestazioni di topi.

Casi associati agli alimenti
Il numero di casi di toxoplasmosi contratti attraverso gli alimenti non è noto; negli Stati
Uniti, il numero stimato di casi originati da tutte le fonti è stato per il 1985 di 2,3 milioni
(tabella 29.1). Tale stima supera di gran lunga il numero complessivo di casi registrati di tutte
le altre malattie protozoarie.
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Tabella 29.1 Numero stimato di casi clinicamente
significativi di infezioni protozoarie negli Stati Uniti
(1985)

Infezioni Casi

Amebiasi 12.000
Criptosporidiosi 50
Giardiasi 120.000
Toxoplasmosi* 2.300.000

* Comprese le infezioni congenite
(Da Bennett et al.7)



Le carni fresche possono contenere oocisti di toxoplasma. Già nel 1954 la carne poco cotta
fu sospettata di essere la fonte della toxoplasmosi umana51. In uno studio condotto nel 1960 su
carni appena macellate, contenevano oocisti il 24% di 50 campioni suini, il 9,3% di 86 cam-
pioni ovini e solo 1 campione bovino su 6053. T. gondii è isolato più frequentemente da peco-
re che da altri animali da carne51. Di seguito sono riportati alcuni casi confermati o sospettati.

1. In Francia nei primi anni Sessanta, in un ospedale per la cura della tubercolosi, il 31% di
641 bambini divenne sieropositivo per T. gondii dopo il ricovero. Quando al menu gior-
naliero furono aggiunte due pietanze a base di carne di montone poco cotta, i casi di toxo-
plasmosi raddoppiarono. I ricercatori conclusero che la causa dell’elevato numero di infe-
zioni era associata all’abitudine dell’ospedale di servire carne poco cotta28. A 771 madri
di un istituto scolastico fu sottoposto un questionario sulle preferenze relative al grado di
cottura della carne; le donne furono quindi esaminate per la presenza di anticorpi antito-
xoplasma. Risultarono positive il 78% delle madri che preferivano la carne ben cotta,
l’85% di quelle che la preferivano meno cotta e il 93% di quelle che consumavano carne
poco cotta o cruda28. I ricercatori non riuscirono a fare una distinzione tra carne di manzo,
montone o cavallo; essi osservarono, inoltre, che in Francia il 50% dei bambini viene
infettato da T. gondii prima dei 7 anni di età e attribuirono tale fenomeno al consumo di
carni non cotte a sufficienza.

2. Nella città di New York, nel 1968, su 35 studenti di medicina 11 manifestarono un aumen-
to di anticorpi antitoxoplasma dopo aver consumato nello stesso bar hamburger poco
cotti; 5 svilupparono i sintomi clinici della malattia58.

3. Nel 1974, un neonato di 7 mesi che aveva consumato latte di capra non pastorizzato, con-
trasse la toxoplasmosi clinica. Nonostante T. gondii non potè essere isolato dal latte, alcu-
ne capre del gregge avevano titoli di anticorpi per T. gondii di 1:512, mentre il bambino
avevano un titolo superiore a 1:16.00083.

4. Nel 1978, 10 membri su 24 di una numerosa famiglia della California settentrionale con-
trassero la toxoplasmosi dopo aver bevuto latte crudo proveniente da capre infette89.

5. A São Paulo, in Brasile, 110 studenti universitari furono colpiti da toxoplasmosi acuta
dopo aver mangiato carne poco cotta19.

Poiché la maggior parte dei casi riportati è stata ricondotta al consumo di carne, è eviden-
te che il consumo di carni crude o poco cotte è associato al rischio di infezione. Sono state
documentate diverse epidemie legate al consumo di carne 95.

Controllo
La toxoplasmosi umana può essere prevenuta evitando di contaminare l’ambiente con feci di
gatto (per esempio, dalle lettiere) ed evitando il consumo di carne e prodotti carnei che con-
tengano cisti vitali. Le cisti di T. gondii possono essere distrutte cuocendo la carne a tempe-
rature superiori a 60 °C o irraggiandole con almeno 30 krad (0,3 kGy)33. L’organismo può
essere distrutto per congelamento, ma per la variabilità dei risultati, tale operazione non può
considerarsi affidabile nell’inattivazione delle oocisti. Per maggiori informazioni sul ciclo
vitale di Toxoplasma gondii, si veda il riferimento bibliografico 8.

29.1.4  Sarcocistosi

Su oltre 13 specie conosciute appartenenti al genere Sarcocystis, due sono note come causa
di malattia extraintestinale nell’uomo: una viene trasmessa dai bovini (S. hominis), l’altra
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dai suini (S. suihominis). L’uomo è l’ospite definitivo per entrambe le specie; gli ospiti inter-
medi sono i bovini per S. hominis e i suini per S. suihominis.

Quando l’uomo ingerisce una sarcocisti, i bradizoiti vengono rilasciati e penetrano la
lamina propria dell’intestino tenue, dove ha luogo la riproduzione sessuale che porta alla for-
mazione di sporocisti. Queste ultime percorrono l’intestino e vengono escrete con le feci.
Quando le sporocisti vengono ingerite da maiali o bovini, gli sporozoiti vengono rilasciati e
diffondono in tutto il corpo degli animali; si moltiplicano asessualmente e portano alla for-
mazione di sarcocisti nei muscoli scheletrici e cardiaci. In questo stadio essi vengono talvol-
ta definiti tubuli di Miescher. Le sarcocisti contenenti bradizoiti sono visibili a occhio nudo
e possono raggiungere il diametro di 1 cm19.

Sono stati condotti diversi studi per determinare l’infettività relativa di Sarcocystis spp.
In cinque studi, condotti su 20 volontari umani che avevano mangiato carne di manzo cruda
contaminata da S. hominis, 12 contrassero l’infezione ed eliminarono le oocisti con le feci,
ma solo 1 dei volontari contrasse la malattia in forma clinica34. I sintomi comparvero entro
3-6 ore e comprendevano nausea, mal di stomaco e diarrea. Su 15 volontari, che avevano
consumato carne di maiale contaminata con S. suihominis, 14 contrassero l’infezione ed eli-
minarono le oocisti e 12 di questi manifestarono i sintomi clinici dopo 6-48 ore dal consu-
mo della carne34. Sei individui che avevano mangiato carne di maiale ben cotta non contras-
sero la malattia. In un ulteriore studio su altra specie di Sarcocystis, cani alimentati con carne
di manzo a media cottura (60 °C) o ben cotta (71,1-74,4 °C) non venivano infettati, ma la
carne di manzo era infettiva se somministrata cruda o poco cotta (37,8-53,3 °C). I cani ali-
mentati con la stessa carne di manzo conservata per una settimana in un congelatore dome-
stico non si infettavano35. In due volontari si osservò il passaggio intestinale di oocisti per 40
giorni in seguito al consumo di 500 g di carne di manzo cruda tritata (ottenuta dal muscolo
diaframmatico) contaminata85.

Poiché bovini e suini sono ospiti intermedi di questi parassiti, il loro ruolo nella trasmis-
sione dell’infezione all’uomo attraverso gli alimenti è evidente.

29.1.5  Criptosporidiosi

Il protozoo Cryptosporidium parvum, descritto per la prima volta nel 1907 in topi asintoma-
tici, è da decenni un patogeno riconosciuto per almeno 40 mammiferi e per un numero varia-
bile di rettili e uccelli. Sebbene il primo caso umano documentato sia stato registrato solo nel
1976, a livello mondiale questa malattia ha una prevalenza dell’1-4% tra i pazienti con diar-
rea104, con un trend che sembra in aumento. In Inghilterra e Galles, nel quinquennio 1985-
1989 i casi identificati furono, rispettivamente, 1874, 3694, 3359, 2838 e 77692. In tale
periodo questa malattia è stata la quarta causa più frequente di diarrea. Si stima che in alcu-
ni ospedali causi infezione nel 7-38% dei pazienti affetti da AIDS104. La prevalenza di C.
parvum in feci diarroiche è simile a quella di Giardia lamblia104. Nell’uomo, la malattia è
autolimitante negli individui immnocompetenti, ma rappresenta un’infezione grave in quelli
immunocompromessi, come i pazienti affetti da AIDS. La presenza del protozoo in alcuni
corsi d’acqua (vedi oltre) è nota: esiste pertanto la possibilità di trasmissione alimentare. La
via di trasmissione oro-fecale è la più importante, ma è possibile anche la trasmissione indi-
retta attraverso gli alimenti e il latte.

C. parvum è un parassita coccidico intracellulare obbligato, che compie il proprio ciclo
vitale all’interno di un unico ospite. Dopo l’ingestione, giunte nell’intestino tenue le oocisti
dalle pareti spesse si escistano e liberano gli sporozoiti, che penetrano nei microvilli degli
enterociti dell’ospite, dove la riproduzione sessuale porta allo sviluppo degli zigoti. Questi

Capitolo 29  -  Parassiti animali trasmessi da alimenti 739



invadono le cellule ospiti distruggendo sia la loro stessa membrana sia quella dell’ospite. È
stato osservato che la polimerizzazione dell’actina della cellula ospite, all’interfaccia tra
citoplasma e parassita, è necessaria per l’infezione30. Circa l’80% degli zigoti forma oocisti
con pareti spesse che sporulano all’interno delle cellule ospiti24. Le oocisti vengono escrete
con le feci, sono resistenti all’ambiente e trasmettono l’infezione ad altri ospiti quando ven-
gono ingerite.

Le oocisti di C. parvum hanno forma da sferica a ovoidale, con dimensioni medie di 4,5-
5,0 μm. Ciascuna oocisti sporulata contiene quattro sporozoiti. Le oocisti sono altamente resi-
stenti nell’ambiente naturale e possono rimanere vitali per diversi mesi se conservate in con-
dizioni fredde e umide24. È stato riportato che vengono distrutte in 30 minuti da trattamenti
con ammoniaca al 50% o con formalina al 10%24. Lo stesso autore ha riportato che le oocisti
di C. parvum possono essere distrutte da temperature superiori a 60 °C e inferiori a –20 °C. Il
microrganismo è distrutto dal trattamento di pastorizzazione HTST del latte. È stato riportato
che le oocisti perdono l’infettività quando mantenute a 45 °C per 5-20 minuti1. In uno studio,
le oocisti perdevano l’infettività dopo 2 mesi se conservate in acqua distillata, entro 2 setti-
mane se mantenute a 15-20 °C e in 5 giorni se mantenute a 37 °C 92. In quest’ultimo studio, le
oocisti non sopravvivevano al congelamento, anche quando conservate in diversi crioprotet-
tivi. La sopravvivenza in acque minerali naturali delle oocisti di C. parvum di origine umana
e ovina è stata oggetto di uno studio condotto in Scozia. Si è osservata una progressiva perdi-
ta di vitalità per entrambi i tipi quando aggiunte alle acque minerali e mantenute a 20 °C, men-
tre la vitalità rimaneva inalterata quando venivano conservate per 12 settimane a 4 °C73. I
disinfettanti di uso comune sono inefficaci contro le oocisti10; ciò è stato dimostrato per l’ozo-
no e i composti del cloro. Per inattivare il 90% almeno delle oocisti di C. parvum, erano
necessari 5 minuti con 1 ppm di ozono, 60 minuti con 1,3 ppm di biossido di cloro e circa 90
minuti con 80 ppm di cloro o di monocloramina62. Poiché le oocisti erano 14 volte più resi-
stenti al ClO2 rispetto alle cisti di Giardia, questi ricercatori hanno concluso che la sola disin-
fezione non possa essere considerata affidabile per inattivare le oocisti di C. parvum in acqua.

La criptosporidiosi umana può essere acquisita attraverso diverse vie di trasmissione cono-
sciute: zoonotica, interumana, ingestione di acqua o alimenti contaminati, contatto con mate-
riale o strumenti ospedalieri contaminati. La trasmissione zoonotica (da animali vertebrati
all’uomo) è la più probabile quando animali infetti (come i vitelli) depositano materiale feca-
le al quale l’uomo è esposto. La malattia può essere contratta bevendo acqua non trattata. In
11 campioni d’acqua, prelevati da quattro fiumi dello Stato di Washington e da due della Cali-
fornia, sono state riscontrate 2-112 oocisti per litro74. Non è nota la dose infettiva minima per
l’uomo, ma due primati su due hanno contratto l’infezione dopo aver ingerito 10 oocisti2. È
stato dimostrato che questo organismo è un agente eziologico della diarrea del viaggiatore102.

Sintomi, diagnosi e terapia
Il decorso clinico della criptosporidiosi nell’uomo dipende dallo stato immunitario: i casi più
severi si verificano in pazienti immunocompromessi. Negli individui immunocompetenti il
microrganismo invade principalmente l’epitelio intestinale e causa diarrea; la malattia è
autolimitante, con un periodo d’incubazione di 6-14 giorni, e i sintomi durano tipicamente
da 9 a 23 giorni. Nei pazienti immunocompromessi, la diarrea è profusa e acquosa: sono state
riportate anche 71 scariche al giorno e, in alcuni casi, fino a 17132. La diarrea è accompagna-
ta talvolta da muco, ma raramente da sangue. Dolori addominali, nausea, vomito e febbre
moderata (< 39 °C) sono meno frequenti della diarrea; i sintomi possono persistere per oltre
30 giorni negi individui immunocompromessi, ma generalmente meno di 20 giorni (interval-
lo 4-21 giorni) nei soggetti immunocompetenti. Le 285 vittime dell’epidemia di Milwaukee
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(vedi oltre) riportarono diarrea acquosa (93%), crampi addominali (84%), febbre (57%) e
vomito (48%)67. La durata mediana della malattia fu di 9 giorni (intervallo 1-55) e la media-
na del numero massimo di scariche giornaliere fu di 12 (range 1- 90). In un’epidemia asso-
ciata all’acqua di una piscina, che si verificò in California nel 1988, 44 delle 60 vittime ripor-
tarono i seguenti sintomi: diarrea acquosa (88%), crampi addominali (86%) e febbre (60%)17.
Il microrganismo fu identificato nelle colture fecali di alcuni pazienti mediante un test rapi-
do (modified acid-fast stain). In genere le oocisti persistono anche oltre lo stadio diarroico.

La diagnosi della criptosporidiosi richiede l’identificazione delle oocisti nelle feci delle
vittime. A tale scopo sono utilizzati metodi di colorazione, tra i quali la colorazione acida-
rapida modificata e la colorazione in negativo, e la flottazione con soluzioni concentrate zuc-
cherine. Un altro metodo diagnostico per individuare le oocisti nelle feci è un test di immu-
nofluorescenza diretta101. Quest’ultimo metodo si basa sull’impiego di un anticorpo mono-
clonale contro un antigene di parete dell’oocisti.

Sono stati testati e trovati inefficaci oltre 100 terapie farmacologiche25; sembrano promet-
tenti spiramicina, fluconazolo e amfotericina B. Più recentemente, gli antibiotici aminogli-
cosidici paromomicina e geneticina si sono dimostrati efficaci nell’inibire la crescita intra-
cellulare di C. parvum in cellule Caco-241.

Epidemie legate al consumo di acqua e di alimenti
La prima epidemia dimostrata di criptosporidiosi legata all’acqua si verificò nel 1984 a
Braun Station (Texas), in seguito al consumo di acqua prelevata da un pozzo artesiano. In
realtà vi furono due focolai – uno a maggio e l’altro a giugno – con 79 vittime26. Una secon-
da epidemia con 13.000 vittime si registrò a Carrollton (Georgia) nel 1987; le oocisti furono
trovate nelle feci di 58 vittime su 14743. Tre distinte epidemie si verificarono nel Regno
Unito nel biennio 1988-1989. In una di queste furono confermati 500 casi dovuti al consu-
mo di acqua trattata, ma in realtà sarebbero state colpite circa 5000 persone97. In un’altra epi-
demia, 62 casi vennero ricondotti all’acqua contaminata di una piscina. All’inizio del 1990
ci fu un’epidemia in Scozia.

Nonostante la criptosporidiosi di origine alimentare fosse già sospettata negli anni Ottan-
ta, solo recentemente sono state documentate con certezza alcune epidemie (tabella 29.2).
L’epidemia del 1993 legata al consumo di succo di mela coinvolse almeno 759 persone, tra
studenti e organizzatori, che partecipavano a un’iniziativa scolastica70. La mediana del perio-
do d’incubazione fu di 6 giorni (intervallo tra 10 ore e 13 giorni). In un’epidemia ricondot-
ta a insalata di pollo, la persona che l’aveva preparata gestiva un asilo nido e ammise di aver
cambiato i pannolini ai bambini subito prima di preparare la pietanza14.

La più vasta epidemia legata all’acqua mai registrata si verificò a Milwaukee, nel Wiscon-
sin, durante la primavera del 1993. Si stima che siano state infettate 403.000 persone67. Le
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Tabella 29.2 Alimenti coinvolti in alcune epidemie di criptosporidiosi di origine
alimentare registrate negli Stati Uniti

Alimenti coinvolti Anno Luogo N. di vittime Rif. bibl.

Sidro di mela* 1993 Maine ca. 150 70
Insalata di pollo 1995 Minnesota 15 14
Sidro di mela** 1996 New York 20 13
Cipollotti crudi 1997 Washington 54 12

* Fresco non pastorizzato
** Non pastorizzato



oocisti passarono attraverso uno degli impianti di depurazione dell’acqua della città: i picchi
delle concentrazioni erano accompagnati da un aumento di torbidità dell’acqua trattata.
Oocisti infettive di C. parvum sono state trovate in ostriche provenienti da Chesapeake Bay,
da un’area che aveva un basso numero di coliformi31.

È stato dimostrato che il riscaldamento del sidro a 70 o 71,7 °C per 10-20 secondi è in
grado di distruggere 4,9 log di oocisti27; è stata anche dimostrata l’efficacia dell’irraggiamen-
to con raggi UV nel distruggere le oocisti di Cryptosporidium parvum in sidro. Il trattamen-
to di questa bevanda con UV a 14,32 mJ/cm2 inattivava fino a 106 oocisti, come dimostrato
mediante iniezione in topi BALB/c42. Per approfondimenti su C. parvum, Cyclospora e Giar-
dia, si veda il riferimento bibliografico 86.

29.1.6  Ciclosporiasi

Cyclospora cayetanensis, il protozoo responsabile di questa malattia, è un coccidio stretta-
mente correlato ai criptosporidi; alcuni casi umani di infezione causati da questi ultimi sono
stati, infatti, erroneamente diagnosticati come ciclosporiasi. Per l’aspetto che presenta quan-
do osservato al microscopio con luce ultravioletta (UV), prima degli anni Novanta si ritene-
va che questo microrganismo fosse un’alga o un cianobatterio, ed era indicato come “ciano-
batterio simile”. L’attuale classificazione si deve a Ortega e colleghi75,76. Uno dei primi studi
generali su Cyclospora è stato quello di Soave98.

Le oocisti di C. cayetanensis hanno un diametro di circa 8-10 μm e contengono due spo-
rocisti (larghe circa 4 μm e lunghe 6). Ciascuna sporocisti contiene due sporozoiti falcifor-
mi larghi circa 1 μm e lunghi 975. Le oocisti sono acido-resistenti e sensibili alla disidrata-
zione, ma resistenti al cloro. Le oocisti sporulano dopo 5-13 giorni in coltura76, e meglio a
22 o 30 °C, ma non a 4 o a 37 °C 94. La trasmissione interumana di questa malattia non è pro-
babile, dal momento che le oocisti escrete devono sporulare per diventare infettive. In uno
studio condotto in Perù sulla sua prevalenza in feci di bambini di età inferiore a due anni e
mezzo, il 6 e il 18% delle due coorti esaminate è risultato positivo76. A differenza dei cripto-
sporidi, questo protozoo è suscettibile al Bactrim (sulfametoxazolo +trimetoprim).

Le oocisti possono essere identificate nelle feci mediante osservazione microscopica a fre-
sco, in contrasto di fase, colorazione acida-rapida o a epifluorescenza. La conferma o l’indi-
viduazione possono essere effettuate mediante PCR. È stato sviluppato un metodo basato sulla
PCR in grado di determinare un numero di sole 19 C. cayetanensis per ogni test, o di 10 di
un protozoo simile, Eimeria tenella54.

C. cayetanensis è un patogeno intestinale che sembra parassitare le cellule epiteliali (ente-
rociti) del digiuno. La sintomatologia è simile a quella della criptosporidiosi. La diarrea è pro-
lungata ma autolimitante e persiste in media 43 ± 24 giorni93; si manifesta in forma più grave
in individui con infezione da HIV98. Il periodo d’incubazione varia da 2 a 11 giorni, con una
media di circa 7 giorni. Nella grande epidemia del 1996 le vittime presentavano prevalente-
mente diarrea (98,8%), inappetenza (92,9%), stanchezza (92,4%) e perdita in peso (90,7%)43.

Prevalenza ed epidemie
Sembra che il primo caso umano documentato di ciclosporiasi si sia verificato nel 1977 in
Papua Nuova Guinea98. La prima epidemia statunitense, con 21 casi, si verificò a Chicago
nel luglio 1990, in un dormitorio di medici ospedalieri47. La causa venne individuata nell’ac-
qua di rubinetto proveniente da cisterne di stoccaggio situate in cima all’edificio47. Essendo
un patogeno intestinale, è logico ritrovare il microrganismo in acque contaminate da feci; le
sue oocisti sono state trovate in acque di scarico e confermate mediante PCR99. La malattia
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fu contratta in Nepal, nel 1994, da soldati britannici e ausiliari che avevano consumato acqua
clorata conservata in cisterne81. Si sono avuti casi anche su navi da crociera.

La più grande epidemia certa di origine alimentare si è verificata nel 1996 in 20 Stati USA
e in due Province canadesi; ci sono stati almeno 1465 casi, il 66,8% dei quali confermato in
laboratorio44. Questa epidemia è stata ricondotta a lamponi importati dal Guatemala. Questo
stesso prodotto ha causato l’epidemia registrata nel 1998 in Ontario (Canada), con almeno 29
persone colpite15. In questo caso l’alimento responsabile era una guarnizione di frutti di bosco
contenente lamponi, more, fragole e, probabilmente, mirtilli; il 26% dei 108 individui che
hanno consumato l’alimento ha contratto la malattia. I lamponi del Guatemala erano statisti-
camente associati al microrganismo. Oltre ai lamponi, anche la lattuga è stata sospettata di
essere fonte di ciclosporiasi16. Un’epidemia di ciclosporiasi, con circa 79 vittime, si è verifi-
cata a Toronto nel 1999 tra gli invitati a un matrimonio, ma il veicolo è rimasto sconosciuto.

29.2  Platelminti

Tutti i vermi piatti appartengono al phylum animale Platyhelminthes; i generi discussi in
questo capitolo appartengono a due classi:

Phylum Platyhelminthes
Classe Trematoda (vermi piatti)

Sottoclasse Digenea
Ordine Echinostomata

Famiglia Fasciolidae
Genere Fasciola
Genere Fasciolopsis

Ordine Plagiorchiata
Famiglia Troglotrematidae

Genere Paragonimus
Ordine Opisthorchiata

Famiglia Opisthorchiidae
Genere Clonorchis

Classe Cestoidea
Sottoclasse Eucestoda (vermi nastriformi)

Ordine Pseudophyllidea
Famiglia Diphyllobothriidae

Genere Diphyllobothrium
Ordine Cyclophyllidea

Famiglia Taeniidae
Genere Taenia

29.2.1  Fascioliasi 

Questa sindrome (nota anche come cirrosi biliare parassitica) è causata dal trematode dige-
netico Fasciola hepatica. La malattia nell’uomo ha una distribuzione universale e l’organi-
smo responsabile è presente dove vengono allevati pecore e capi di bestiame; questi, assie-
me all’uomo, costituiscono i principali ospiti definitivi.
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Questo parassita matura nei dotti biliari, dove produce grosse uova opercolate (150 × 90
μm di dimensioni) che raggiungono il tratto alimentare e vengono escrete con le feci. Se le
uova raggiungono una raccolta d’acqua dolce, dopo un periodo di 4-15 giorni liberano un
miracidio, che penetra in una lumaca (del genere Lymnaea) e si trasforma in una sporocisti;
al’interno della sporocisti si formano le redie madri, che in seguito diventano redie figlie e
cercarie. Quando fuoriescono dalla lumaca, le cercarie – libere nell’acqua – si attaccano alle
piante acquatiche e all’erba, dove si incistano a formare le metacercarie. Quando vengono
ingerite da un ospite definitivo, le metacercarie si schiudono nel duodeno, attraversano la
parete intestinale e penetrano nel celoma; da qui passano al fegato, si nutrono nelle sue cel-
lule e si stabiliscono nei dotti biliari, dove giungono a maturità19,79. 

Nel bestiame e negli ovini la fascioliasi determina compromissione del fegato, rappresen-
tando un grave problema economico. Sono noti casi umani, specialmente in Francia, che
vengono contratti da crescione, crudo o non cotto adeguatamente, contenente metacercarie
incistate. Negli Stati Uniti i casi umani sono rari e limitati al sud48. Nell’uomo la fascioliasi
faringea (conosciuta anche come halzoun) è causata dall’ingestione di fegato bovino crudo
infestato da Fasciola: l’attacco dei giovani platelminti alle membrane buccali o faringee è
seguito da sintomatologia dolorosa, con raucedine e tosse19.

Sintomi, diagnosi e terapia
Nell’uomo i sintomi compaiono dopo circa 30 giorni dall’infezione; comprendono febbre,
malessere generale, stanchezza, inappetenza e perdita di peso, oltre a dolore nella regione epa-
tica. La malattia è accompagnata tipicamente da eosinofilia. La diagnosi viene posta dimo-
strando la presenza delle uova nelle feci o nei succhi biliari o duodenali. Per il trattamento
sono efficaci la niclosamide e il praziquantel79 (quest’ultimo non in commercio in Italia).

29.2.2  Fasciolopsiasi

La fasciolopsiasi è causata da Fasciolopsis buski, il cui habitat è simile a quello di F. hepa-
tica. L’uomo funge da ospite definitivo; diverse specie di lumache rappresentano gli ospiti
intermedi e le piante acquatiche (crescione d’acqua) i secondi ospiti intermedi. A differenza
di F. hepatica, questo parassita si ritrova nel duodeno e nel digiuno di uomo e maiale; in par-
ticolari zone della Thailandia, dove si consumano alcune piante acquatiche crude, si riscon-
trano tassi di infezione nell’uomo del 40%19.

I sintomi della fasciolopsiasi umana sono correlati al numero di parassiti: se nell’organi-
smo ve ne sono pochi, non si manifesta alcun sintomo. Quando si presentano, i sintomi si svi-
luppano entro 1-2 mesi dall’infezione iniziale e consistono in diarrea violenta, dolore addo-
minale, perdita di peso e debolezza generalizzata. In casi estremi può sopraggiungere il deces-
so79. I sintomi sembrano dovuti all’effetto tossico generale dei metaboliti dei platelminti.

La diagnosi è posta dimostrando la presenza delle uova nelle feci. Le uova di F. buski
hanno dimensioni di 130-140 μm × 80-85 μm. Sia la niclosamide sia il praziquantel sono effi-
caci nella cura di questa malattia79.

29.2.3  Paragonimiasi

Questa malattia parassitica (nota anche come emottisi parassitica) è causata da Paragonimus
spp., specialmente da P. westermani, diffuso soprattutto in Asia ma anche in Africa e Ame-
rica Centrale e Meridionale. P. kellicotti si riscontra in America Settentrionale e Centrale. A
differenza degli altri trematodi, P. westermani è un platelminta lungo. 
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Le uova di questo parassita sono espulse nell’espettorato dall’ospite definitivo (uomo e
altri animali); i miracidi si sviluppano in 3 settimane in ambienti umidi. Un miracidio pene-
tra in una lumaca (primo ospite intermedio) e dopo circa 78 giorni genera redie e cercarie19.
Le cercarie penetrano nel secondo ospite intermedio (granchio o gambero), dove si incista-
no come metacercarie. In alcune regioni dell’Oriente e nelle Filippine, diverse specie di
granchi d’acqua dolce rappresentano l’ospite nel quale il parassita forma di solito metacer-
carie nei muscoli delle zampe e della coda79. P. kellicotti forma invece cisti nel cuore79.
Quando l’ospite definitivo ingerisce il crostaceo infestato, le metacercarie si liberano nell’in-
testino, perforano la parete del duodeno e infine raggiungono i polmoni, dove si racchiudo-
no in cisti di tessuto connettivo79. Le uova di colore giallo-marroncino possono comparire
nell’espettorato dopo 2-3 mesi.

Sintomi, diagnosi e terapia
La paragonimiasi è accompagnata da tosse cronica severa e dolore acuto al torace. L’espet-
torato è in genere color ruggine o ematico. Quando i parassiti non trovano la via verso i pol-
moni, possono manifestarsi altri sintomi non specifici 79. La diagnosi viene posta dimostran-
do la presenza di uova giallo-marroncine nell’espettorato o nelle feci. Le uova di P. wester-
mani sono lunghe 80-120 μm e larghe 50-60 μm. Un titolo di fissazione del complemento di
almeno 1:16 ha significato diagnostico; per la diagnosi sono inoltre disponibili test ELISA.
La malattia può essere curata con praziquantel79.

29.2.4  Clonorchiasi (Opistorchiasi)

La classe Trematoda dei platelminti comprende parassiti comunemente chiamati vermi piatti,
che infettano il fegato, i polmoni o il sangue dei mammiferi. Clonorchis (Opisthorchis) sinen-
sis è il verme epatico cinese che causa la cirrosi biliare orientale. Questi vermi hanno gene-
ralmente tre ospiti: due intermedi, nei quali si sviluppa lo stadio larvale o giovanile, e uno
definitivo o finale, nel quale si sviluppa l’adulto sessualmente maturo. C. sinensis è un endo-
parassita che presenta una ventosa anteriore, che circonda la bocca, e una ventosa medioven-
trale. Insieme a gatti, cani, maiali e altri vertebrati, l’uomo può fungere da ospite definitivo.

Quando vengono deposte in acqua, le uova di C. sinensis producono larve ciliate (miraci-
di), che invadono il primo ospite, solitamente una lumaca. Quando penetra in una lumaca, la
larva si converte in sporocisti e si riproduce asessualmente formando embrioni. Ogni embrio-
ne si sviluppa in una redia che fuoriesce dalla sporocisti e inizia a nutrirsi a spese dei tessu-
ti dell’ospite. All’interno delle redie gli embrioni si sviluppano in cercarie, che abbandona-
no le redie attraverso un poro di nascita. Una cercaria è un verme in miniatura munito di
coda. Le cercarie abbandonano la lumaca e si muovono libere nell’acqua in cerca del loro
ospite successivo, di solito pesci, mitili e simili. Esse penetrano nel nuovo ospite, perdono la
coda e vengono circondate da una cisti. All’interno della cisti l’ulteriore sviluppo porta a
metacercarie, che si trasformano ulteriormente nell’ospite definitivo, di solito un vertebrato,
incluso l’uomo. In seguito all’ingestione di pesce infestato da metacercarie, la parete della
cisti si dissolve nell’intestino e vengono liberati gli individui giovani. Questi migrano attra-
verso il corpo verso il loro sito finale, nel caso di C. sinensis i dotti biliari epatici dove, tra
gli altri problemi, possono causare cirrosi (vedi oltre).

Questi platelminti sono diffusi in Cina, Corea, Giappone e parte del Sudest asiatico. Si
stima che in Asia più di 20 milioni di persone ne siano infestate45. In Cina è spesso associa-
to al consumo di una preparazione di pesce crudo chiamata ide. Oltre 80 specie di pesce pos-
sono ospitare C. sinensis 45.
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Sintomi, diagnosi, terapia e prevenzione
Se è lieve, l’infezione può essere asintomatica, ma i casi severi possono comportare danno
epatico con cirrosi ed edema; occasionalmente è stato riportato cancro del fegato79.

La diagnosi è posta dimostrando la presenza delle uova nelle feci e nel succo duodenale
mediante ripetute osservazioni al microscopio. Un test ELISA è utile, anche se possono veri-
ficarsi reazioni crociate con altri trematodi. Il praziquantel è un chemioterapico efficace.

Per prevenire questa sindrome sarebbe necessario evitare la contaminazione con feci
umane delle acque destinate alla pesca, ma ciò sembra improbabile considerata la sua ampia
diffusione. Un alternativa più realistica consiste nell’evitare il consumo di pesce crudo o
poco cotto. C. sinensis può essere inattivato nel pesce con le stesse procedure utilizzate per
distruggere nematodi e platelminti. Secondo Rodrick e Cheng84, tutti i pesci catturati devo-
no essere considerati potenziali portatori di parassiti. Ciò vale per tutti i platelminti, i nema-
todi e i protozoi.

29.2.5  Difillobotriasi

Questa infezione viene contratta attraverso il consumo di pesce crudo o poco cotto; l’orga-
nismo responsabile, Diphyllobothrium latum, viene spesso denominato tenia del pesce. Gli
ospiti definitivi di D. latum sono l’uomo e altri mammiferi che si nutrono di pesce; gli ospi-
ti intermedi sono diversi pesci d’acqua dolce e il salmone, nel quale si formano le larve ple-
rocercoidi (o metacestodi).

Quando l’uomo consuma pesce infestato da larve plerocercoidi, queste si attaccano alla
mucosa ileale mediante due botrie (sorta di labbra muscolose) situati su ciascun scolice e si
sviluppano nell’arco di 3-4 settimane in forme mature. Man mano che il verme matura, la
lunghezza del suo strobilo – formato da numerose proglottidi – aumenta fino a 10 o anche
quasi 20 m; ciascun verme può produrre 3000-4000 proglottidi più larghe che lunghe (da cui
broad fish tape) (figura 29.1). Ogni giorno possono essere rilasciate nelle feci delle vittime
oltre 1 milione di uova: queste sono riscontrate nelle feci più frequentemente delle proglot-
tidi e non sono infettive per l’uomo.

Quando l’acqua viene contaminata da feci umane contenenti le uova, queste si schiudono
e rilasciano larve o coracidi (note anche come oncosfere) provviste di sei uncini, libere di
muoversi nell’acqua. Le larve che invadono i piccoli crostacei (microcrostacei, come i cope-
podi Cyclops o Diaptomus) si trasformano in uno stadio giovanile definito metacestode o
larva procercoide. Quando un pesce ingerisce il crostaceo, le larve migrano nei suoi tessuti
muscolari e si sviluppano in larve plerocercoidi. Se questo pesce viene mangiato da un pesce
più grande, la plerocercoide migra, ma non si sviluppa ulteriormente. L’uomo si infetta quan-
do mangia pesce infestato da queste forme.

Prevalenza
Nonostante il primo caso umano sia stato riportato nel 1906, è stato l’aumento della diffu-
sione di casi registrato nei primi anni Ottanta, negli Stati Uniti e in Canada, che ha richiama-
to l’attenzione su questa malattia. I casi in questione risultarono dal consumo di sushi, una
preparazione di pesce crudo assai in uso in alcune regioni dell’Asia, ma divenuto popolare
negli Stati Uniti solo in epoca recente. L’incidenza della difillobotriasi è elevata in Scandi-
navia e nelle regioni baltiche dell’Europa. Si stima che 5 milioni di casi si verifichino in
Europa, 4 milioni in Asia e 100.000 in Nord America. Tuttavia, solo 1 tra 275 nativi asinto-
matici del Labrador (Canada), esaminati nel 1977, presentava colture fecali positive per que-
sto organismo100.
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Figura 29.1 Proglottide di Taenia saginata (in alto) e Diphyllobothrium latum (in basso), ingrandimen-
to: 360x. (Da Abadie SH, Miller JH, Warren LG, Swartzwelder JC, Feldman MR, Manual of Clinical Micro-
biology, 2nd ed, copyright © 1974 American Society for Microbiology, con autorizzazione)



Sintomi, diagnosi e terapia
Sebbene la maggior parte dei casi di difillobotriasi sia asintomatica, le vittime possono
lamentare dolore epigastrico, crampi addominali, vomito, perdita di appetito, capogiro e per-
dita di peso. Sono stati riportati casi di ostruzione intestinale. Una delle conseguenze di que-
sta infestazione è la deficienza di vitamina B12, associata ad anemia macrocitica.

La malattia viene diagnosticata dimostrando la presenza di uova nelle feci. La terapia è
identica a quella indicata nei casi di teniasi. L’assenza di sintomi manifesti non sempre signi-
fica assenza del verme nell’intestino, dove il parassita può persistere per molti anni.

Prevenzione
La difillobotriasi può essere prevenuta evitando il consumo di pesce crudo o poco cotto. Seb-
bene la prevenzione della contaminazione fecale delle acque aiuterebbe sicuramente a ridur-
ne l’incidenza, non romperebbe la catena del ciclo vitale dell’organismo, poiché l’uomo non
è il solo ospite definitivo. La cottura dei prodotti ittici a una temperatura interna di 60 °C per
un minuto o di 65 °C per 30 secondi garantisce la distruzione dell’organismo6, come pure il
congelamento a –20 °C per almeno 60 ore56,57.

29.2.6  Cisticercosi / Teniasi

Nell’uomo questa sindrome è causata da due specie di vermi piatti: Taenia saginata (nota
anche come Taeniarhynchus saginatus, tenia del bue) e Taenia solium (tenia del maiale). Tra
i platelminti e i nematodi questi sono gli unici parassiti per i quali l’uomo è l’ospite defini-
tivo; lo stadio adulto e quello sessualmente maturo si sviluppano nell’uomo, mentre lo sta-
dio larvale e quello giovanile si sviluppano negli erbivori. Questi elminti sono privi dei siste-
mi vascolare, respiratorio o digestivo, e non possiedono una cavità corporea. Per tutto ciò
che riguarda il loro sostentamento, essi dipendono dalle attività digestive dei loro ospiti
umani. Il loro metabolismo è principalmente anaerobio.

La struttura di una proglottide di T. saginata è illustrata nella figura 29.1. Il verme adul-
to consiste di uno scolice (testa), della grandezza di circa 1 mm, privo di uncini, ma munito
di quattro ventose. Dietro lo scolice si trova il collo, dal quale hanno origine le proglottidi
che formano la strobila; la formazione di nuove proglottidi determina l’accrescimento del
parassita. La proglottide più vecchia è la più distante dallo scolice. Ciascuna proglottide pos-
siede una serie completa di organi riproduttivi; un verme adulto può contenere fino a 2000
proglottidi. Questi organismi possono vivere fino a 25 anni, crescendo nel tratto intestinale
dell’ospite fino a raggiungere una lunghezza di 4-6 m. T. saginata libera 8-9 proglottidi al
giorno, ciascuna contenente 80.000 uova, non infettive per l’uomo.

Quando raggiungono il suolo, le proglottidi rilasciano le loro uova: queste hanno un dia-
metro di circa 30-40 μm, contengono embrioni completamente sviluppati e possono soprav-
vivere per un mese. Quando le uova sono ingerite da erbivori, per esempio capi di bestiame,
vengono rilasciati gli embrioni, che penetrano la parete intestinale e sono trasportati ai
muscoli striati di lingua, cuore, diaframma, mascella e quarto posteriore, dove si trasforma-
no in forme larvali chiamate cisticerchi. Cisticercosi è il termine usato per designare l’esi-
stenza di questi parassiti negli ospiti intermedi. Dopo l’ingestione delle uova da parte di un
erbivoro, di norma sono necessari 2-3 mesi affinché i cisticerchi si sviluppino. Quando sono
numerosi, i cisticerchi impartiscono un aspetto puntinato ai tessuti del manzo. L’uomo si
infetta ingerendo carne infestata da cisticerchi.

L’infezione causata dalla tenia del maiale (T. solium) è assai simile a quella descritta per
T. saginata; vi sono tuttavia alcune differenze significative. Sebbene l’uomo sia l’ospite defi-
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nitivo anche in questo caso, gli stadi larvali si sviluppano sia nei suini sia negli esseri umani.
In altre parole, l’uomo può fungere sia da ospite intermedio (cisticercosi), sia da ospite defi-
nitivo (teniasi), rendendo così possibile l’autoinfezioni. Per tale ragione le infezioni da T.
solium sono potenzialmente più pericolose di quelle dovute a T. saginata. La forma larvale
di T. solium responsabile della cisticercosi è talvolta chiamata Cysticercus cellulosae. Lo
scolice di T. solium possiede uncini anziché ventose; gli strobili possono raggiungere una
lunghezza di 2-4 m e contengono solo 1000 proglottidi circa.

A differenza di T. saginata, gli embrioni di T. solium sono portati a tutti i tessuti del corpo,
inclusi gli occhi e il cervello. T. saginata è presente sia negli Stati Uniti sia in molte altre
regioni del mondo, mentre T. solium è stata eradicata dagli Stati Uniti. Tuttavia continua a
esistere in America Latina, Asia, Africa ed Europa orientale. Grazie ai controlli federali e
locali effettuati sulle carni, negli Stati Uniti l’incidenza di T. saginata in carne di manzo è
inferiore all’1%.

Sintomi, diagnosi e terapia
La maggior parte dei casi di teniasi è asintomatica, indipendentemente dalla specie di Tae-
nia coinvolta; quando l’uomo funge da ospite intermedio i sintomi sono differenti. Nei casi
di cisticercosi, i cisticerchi si sviluppano nei tessuti dell’ospite, inclusi quelli del sistema ner-
voso centrale, e generalmente determinano eosinofilia.

La teniasi umana viene diagnosticata dimostrando la presenza di uova o proglottidi nelle
feci; la cisticercosi, invece, viene confermata mediante biopsia dei tessuti infestati da cisti-
cerchi calcificati o attraverso metodi immunologici. Fissazione del complemento, emoagglu-
tinazione indiretta e test di immunofluorescenza costituiscono utili ausili diagnostici.

Il trattamento con una singola dose orale di niclosamide, che agisce direttamente sui
parassiti, è efficace per liberare l’organismo dai vermi adulti. Il farmaco sembra inibire una
reazione di fosforilazione nei mitocondri del verme. Un altro farmaco efficace è il praziquan-
tel. Nei casi di cisticercosi può essere indicato il trattamento chirurgico.

Prevenzione
L’approccio generale per la prevenzione ed eradicazione di malattie che richiedono più ospi-
ti consiste nell’interrompere il ciclo di trasmissione da un ospite all’altro. Poiché le uova
vengono disseminate con le feci umane, la teniasi può essere eliminata con appropriati siste-
mi di smaltimento dei liquami e dei rifiuti umani, sebbene le infezioni da T. solium nell’uo-
mo rappresentino un problema più complesso

Nella carne di manzo e di maiale i cisticerchi possono essere distrutti mediante cottura a
temperature non inferiori a 60 °C 52. Il congelamento delle carni ad almeno –10 °C per 10-15
giorni, oppure l’immersione in soluzioni saline concentrate per 3 settimane, inattivano que-
sti parassiti. Un gruppo di ricercatori, in uno studio condotto per valutare i tempi e le tem-
perature di congelamento necessari per assicurare la morte di tutti i cisticerchi da carne di
vitello infetta, ha riscontrato i seguenti valori: 360 ore a –5 °C, 216 ore a –10 °C e 144 ore
a –15, – 20, –25 o –30 °C 46.

29.3  Nematodi

I nematodi responsabili di malattia più importanti per gli alimenti appartengono a due ordi-
ni del phylum Nematoda. L’ordine Rhabditida include Turbatrix aceti (l’anguillula dell’ace-
to), che, non essendo un patogeno umano, non verrà qui trattato.
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Phylum Nematoda
Classe Adenophorea (= Aphasmidia)

Ordine Trichinellida
Genere Trichinella

Classe Secernentea (= Phasmidia)
Ordine Rhabditida

Genere Turbatrix

Ordine Ascaridida
Genere Ascaris

Sottofamiglia Anisakinae
Genere Anisakis
Genere Pseudoterranova (Phocanema)
Genere Toxocara

29.3.1  Trichinellosi

Trichinella spiralis è l’agente eziologico della trichinellosi (o trichinosi), la malattia da
nematodi che ha destato maggiore preoccupazione per quanto riguarda la trasmissione attra-
verso gli alimenti, specialmente negli Stati Uniti. L’organismo fu descritto per la prima volta
nel 1835 a Londra da James Paget; il primo caso umano di trichinellosi fu osservato in Ger-
mania nel 185961. Sebbene la maggior parte delle malattie umane causate da platelminti e
nematodi sia causata da parassiti che richiedono almeno due diversi ospiti animali, le trichi-
ne vengono trasmesse da ospite a ospite, poiché non esistono stadi di vita libera. Ciò signi-
fica che sia lo stadio larvale sia quello adulto di T. spiralis si osservano nello stesso ospite.
Il parassita viene spesso contratto da carne cruda o poco cotta di maiale o di orso.

Le forme adulte di T. spiralis vivono nelle mucose del duodeno e del digiuno di mammi-
feri – come suini, canidi, orsi, mammiferi marini e uomini – che hanno consumato carni infe-
state da trichine. Le femmine adulte sono lunghe 3-4 mm, i maschi adulti circa la metà.
Nonostante possano rimanere nell’intestino per circa un mese, non si manifesta alcun sinto-
mo. Le uova si schiudono all’interno delle femmine e ciascuna di esse ne può produrre circa
1500. Le larve, lunghe 0,1 mm circa, perforano la parete intestinale e si diffondono in tutto
il corpo, localizzandosi infine in alcuni muscoli; solo quelle che penetrano nei muscoli sche-
letrici sopravvivono e si sviluppano, le altre vengono distrutte. Sono colpiti in particolare i
muscoli dell’occhio, della lingua e del diaframma; infatti gli organismi di controllo, tra i
quali l’USDA, ricercano le larve di trichina in carne di maiale nel diaframma o nei tessuti
della lingua. In uno studio il crus del diaframma conteneva più larve per grammo di diversi
altri tessuti64.

Quando le larve penetrano nei muscoli, dopo diverse settimane dall’ingestione di carne
infestata, si manifestano dolore severo, febbre e altri sintomi, che talvolta portano a morte
per insufficienza cardiaca (vedi oltre). Nei muscoli le larve crescono fino a 1 mm circa di
lunghezza, quindi si incistano avvolgendosi a gomitolo e rinchiudendosi in una parete calci-
ficata dopo circa 6-18 mesi (figura 29.2). Fin quando non vengono consumate da un altro
animale (compreso l’uomo), le larve non si sviluppano ulteriormente, ma possono rimanere
vitali per 10 anni in un ospite vivente. Quando la carne infestata da cisti viene consumata da
un secondo ospite, le larve incistate vengono liberate nello stomaco dall’attività enzimatica
e maturano nel lume intestinale.
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Prevalenza
Circa 75 specie di animali possono essere infettate da T. spiralis, ma gli avicoli sembrano
essere resistenti69. Durante gli anni Trenta e Quaranta, circa il 16% della popolazione statu-
nitense era infettato69. Nel periodo 1966-1970, negli Stati Uniti, il 4,7% dei maiali esamina-
ti post mortem conteneva trichine nei muscoli del diaframma91. Nel quinquennio tra il 1977
e il 1981 negli Stati Uniti sono stati riportati 686 casi con 4 decessi. Dai dati di uno studio
del CDC risulta che nel periodo 1983-1987 si sono verificate 33 epidemie con 162 casi e 1
decesso, pari a un’incidenza media annuale di circa 32 casi5. Nei 15 anni compresi tra il 1973
e il 1987 il CDC ha registrato 128 epidemie e 843 casi, con una media di 56 casi all’anno4.
Tuttavia, è stato stimato che nel 1985 il numero effettivo di casi statunitensi sarebbe stato di
100.000 7. In Canada sono stati registrati solo 3 casi nel 1982 e nessuno nel 1983 e nel
1984 103. Nel triennio 1987-1989 sono stati riportati meno di 50 casi all’anno, mentre nel
1990 ne sono stati riportati 120, 90 dei quali si sono verificati nello Iowa tra 250 immigran-
ti dal Sudest Asiatico che avevano mangiato salsiccia di maiale cruda; altri 15 casi, anch’es-
si ricondotti a salsiccia di maiale, si sono verificati in Virginia.

Negli anni 1975-1981, la carne di maiale è stata coinvolta nel 79% dei casi, quella di orso
nel 14% e quella di manzo nel 7%. Studi condotti su carne di manzo macinata in vendita al
dettaglio hanno rivelato che dal 3 al 38% dei campioni conteneva carne di maiale. La pre-
senza di carne di maiale nel macinato di manzo può essere deliberata, nel caso di alcuni eser-
cizi commerciali, o può risultare dall’utilizzo dello stesso tritacarne per entrambi i prodotti.

I casi registrati negli Stati Uniti dal 1997 al 2001 (figura 29.3) sono elencati in tabella
29.3 88. Nel periodo considerato sono stati segnalati 33 casi (pari a una media annuale di 6
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Figura 29.2 Trichinella spiralis nel muscolo, ingrandimento: 350× . (Da Abadie SH, Miller JH, Warren LG,
Swartzwelder JC, Feldman MR, Manual of Clinical Microbiology, 2nd ed, copyright © 1974 American
Society for Microbiology, con autorizzazione)



circa), 21 dei quali ricondotti al consumo di carne di orso. Sebbene T. spiralis sia la causa più
nota di trichinellosi, questa malattia può essere provocata anche da T. pseudospiralis e T. nati-
va. Nel 1999, in Francia, quattro casi dovuti a T. pseudospiralis sono stati ricondotti a carne
di orso grigliata poco cotta; il periodo d’incubazione era compreso tra 3 e 14 giorni. T. nati-
va resiste al congelamento e causa trichinellosi nelle regioni artiche e in quelle adiacenti37.
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Figura 29.3 Casi di trichinellosi riportati negli Stati Uniti nel periodo 1970-2000 (CDC, 2002).
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Tabella 29.3 Epidemie di trichinellosi registrate negli Stati Uniti tra il 1997 e il 200188

Anno Stato N. casi Mese di esordio Carne implicata

1997 Montana 5 Dicembre Carne di orso essiccata
1998 Ohio 8 Ottobre - novembre Carne di orso arrosto o tritata
1999 Illinois 2 Marzo - maggio Salame di maiale,

carne di maiale essiccata
2000 Illinois 2 Gennaio Salame di maiale, carne di maiale 

affumicata
2000 Alaska 4 Agosto - settembre Bistecca di orso (fritta)
2001 California 2 Maggio Carne di maiale da allevamento familiare
2001 California 6 Maggio - giugno Carne di maiale da allevamento

familiare (cruda)
2001 California 2 Agosto Carne di orso
2001 California 2 Novembre Carne di orso
Totale 33



Sintomi e terapia
Da uno a due giorni dopo l’ingestione di carne fortemente infestata da cisti, le trichine pene-
trano la mucosa intestinale, producendo nausea, dolore addominale, diarrea e talvolta vomi-
to. Se viene ingerito un numero limitato di larve, il periodo d’incubazione può essere anche
di 30 giorni; i sintomi possono persistere per diversi giorni o attenuarsi e passare inosserva-
ti. Le larve cominciano a invadere i muscoli striati dopo circa 7-9 giorni dalla comparsa dei
sintomi. Quando si depositano 10 larve o meno per grammo di tessuto muscolare, in genere
la malattia non si manifesta in forma clinica; quando se ne depositano 100 o più per gram-
mo di solito i sintomi si sviluppano; con 1000 larve o più per grammo di tessuto possono
aversi conseguenze severe e acute. Il dolore muscolare (mialgia) è il sintomo universale del
coinvolgimento dei muscoli, possono anche manifestarsi difficoltà respiratorie, di mastica-
zione e di deglutizione 69. Dopo circa 6 settimane dall’infezione si verifica l’incistamento,
accompagnato da dolore, edema e febbre. La resistenza alla reinfezione che si sviluppa sem-
bra essere mediata da linfociti T. Per il trattamento di questa malattia si sono dimostrati effi-
caci il tiabendazolo e il mebendazolo.

Diagnosi
Poiché le trichine si localizzano nei muscoli scheletrici sotto forma di caratteristiche larve
racchiuse in cisti capsulari ovoidali, le biopsie vengono di solito effettuate sui muscoli del-
toide, bicipite e gastrocnemio. Durante la seconda settimana di malattia in genere si svilup-
pa una significativa eosinofilia. Gli anticorpi possono essere rilevati dopo la terza settimana
di infezione; i metodi immunologici utili per il loro dosaggio comprendono la flocculazione
con bentonite, la flocculazione con colesterolo/lecitina e l’agglutinazione al lattice. Un tito-
lo di bentonite di 1:5 è significativo, ma il test risulta positivo solo dopo almeno 3 settima-
ne di infezione. La diagnosi è confermata se un test sierologico (per esempio, ELISA) risul-
ta positivo per gli anticorpi IgG e/o IgM anti Trichinella.

Prevenzione e controllo
La trichinellosi può essere controllata evitando di alimentare i suini con scarti di carne infet-
ta o carni di selvaggina, e prevenendo il consumo di tessuti infestati da parte di altri anima-
li. L’alimentazione dei suini con scarti di alimenti crudi favorisce la perpetuazione della
malattia; nelle zone in cui ai maiali vengono somministrati solo scarti cotti si osserva una
drastica riduzione dell’incidenza della trichinellosi. La malattia può essere prevenuta cuo-
cendo adeguatamente le carni, come quella di maiale o di orso. In uno studio sulla distruzio-
ne termica delle larve di trichina in arrosti di maiale, tutti gli arrosti cotti fino a una tempe-
ratura interna di almeno 140 °F (60 °C) risultavano liberi dal parassita11; le larve erano inve-
ce ancora presenti in tutti gli arrosti che raggiungevano temperature pari o inferiori a 130 °F
(54,4 °C) e in alcuni arrosti cotti a 135 °F. Per i prodotti a base di carne di maiale l’USDA
raccomanda il monitoraggio della temperatura di cottura con appositi termometri e un ulte-
riore trattamento termico se il valore rilevato è inferiore a 170 °F (76,7 °C)105.

Il congelamento distrugge le forme incistate, ma i tempi e le temperature di congelamen-
to variano a seconda dello spessore del prodotto e del ceppo specifico di T. spiralis (tabella
29.4). Uno studio ha dimostrato che l’efficacia del congelamento nella distruzione di T. spi-
ralis aumenta al diminuire della temperatura utilizzata per il processo. I ricercatori hanno
congelato, a quattro diverse temperature, carne di maiale infestata macinata, insaccata e con-
fezionata in scatole. Le trichine perdevano infettività dopo 6-10 giorni quando la carne veni-
va congelata e conservata a –17,8 °C e dopo 11-15 giorni a –12,2 °C 91. Le trichine rimane-
vano infettive fino a 56 giorni quando il congelamento avveniva a –9,4 °C e fino a 71 gior-
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ni quando avveniva a – 6,7 °C 108. Il congelamento in ghiaccio secco (–70 °C) o in azoto liqui-
do (–193 °C) distrugge le larve 63. La distruzione delle larve di trichina mediante irraggia-
mento è discussa nel capitolo 15. 

L’effetto della salatura e dell’affumicatura sulla vitalità delle trichine in prosciutti e spal-
le di maiale è stato studiato da Gammon e colleghi38. Questi impiegarono la carne di maiali-
ni svezzati sperimentalmente infestati con T. spiralis. Dopo la salatura, la carne fu lasciata a
stagionare per 30 giorni, seguiti da affumicatura per circa 24 ore a 60-100 °F, con successi-
va stagionatura. Trichine vive furono ritrovate sia nei prosciutti che nelle spalle 3 settimane
dopo l’affumicatura, mentre non ne furono ritrovate dopo 4 settimane. Gli effetti di concen-
trazione di NaCl, attività dell’acqua (aw) e metodo di fermentaione sulla vitalità di T. spira-
lis in salame Genova sono stati studiati da Childers e colleghi20. Carne ottenuta da maiali
infettati sperimentalmente fu usata per preparare i salami. Le larve di trichina risultarono
completamente distrutte dal trentesimo giorno nei salami preparati con il 3,33% di NaCl che
erano stati fermentati ad alta temperatura (46,1 °C), indipendentemente dal pH del prodotto.
Nessuna larva fu ritrovata nei prodotti fatti con il 3,33% di NaCl e fermentati a bassa tem-
peratura dopo 30 giorni. In salami realizzati senza sale, il 25% delle larve fu ritrovato dopo
15-25 giorni, ma nessuna nei giorni seguenti. Una sintesi delle principali fasi di controllo per
la prevenzione, individuazione e inattivazione è presentata in figura 29.4.
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Tabella 29.4 Temperature e tempi di congelamento necessari
per la distruzione delle trichine

Temperatura (°C) Gruppo 1 (gg.)* Gruppo 2 (gg.)*

– 15 20 30
– 23 10 20
– 29 6 12

* Gruppo 1 = spessore inferiore a 15,24 cm; gruppo 2 = spessore superiore
a 15,24 cm. Regulation Governing the Meat Inspection of the United States
Department of Agriculture (9 CFR 18.10, 1960).

(Da Kotula AW, Murrell KD, Acosta-Stein L, Lamb L, Douglass L. Journal of Food
Science, 48: 765-768; copyright © 1983 Institute of Food Technologists)

Figura 29.4 Vari stadi nella movimentazione dei maiali dalla fattoria al consumatore, in cui dovreb-
bero essere applicati controlli. (Da Murrel KD, Food Technology, 39(3): 65-68, 110, copyright © 1985
Institute of Food Technologists)

PREVENZIONE RICERCA INATTIVAZIONE

Trichinella
spiralis

Fattoria Macello Trasformazione Consumatore



Cottura con microonde
L’efficacia della cottura a microonde nella distruzione delle larve di T. spiralis è stata studia-
ta da diversi gruppi di ricerca. In uno studio orientato alla produzione domestica – nel quale
la maggior parte degli arrosti di maiale infestati da trichine veniva cotto in forni a microon-
de in base al tempo più che alla temperatura, Zimmerman e Beach107 hanno trovato che su 51
prodotti (48 arrosti e 3 braciole di maiale) cotti in 6 forni diversi 9 rimanevano infettivi; di
questi, 6 non avevano raggiunto la temperatura di 76,7 °C e 3 l’avevano superata in qualche
punto del ciclo di cottura. I ricercatori hanno sottolineato che la carne di maiale infestata spe-
rimentalmente utilizzata nello studio proveniva da maiali infettati con 250.000 T. spiralis,
che avevano prodotto circa 1000 trichine per grammo di tessuto rispetto a circa 1 trichina per
grammo che normalmente si trova nei maiali infettati naturalmente. Sebbene l’elevata con-
centrazione di trichine possa aver contribuito alla loro sopravvivenza alle condizioni di cot-
tura impiegate, la cottura disomogenea caratteristica dei forni a microonde rappresenta un
problema. In un altro studio le larve di trichina non venivano distrutte a 77 o a 82 °C in forni
a microonde, mentre risultava efficace la cottura a una temperatura interna di 77 °C in forno
a convezione tradizionale, sulla griglia, sulla brace o mediante frittura64. Inoltre, le larve
sopravvivevano alla cottura rapida effettuata scongelando le braciole di maiale in un forno a
microonde industriale e cuocendole alla brace fino a 71 o 77 °C 65.

La cottura della carne di maiale in forni a microonde costituisce evidentemente un moti-
vo di preoccupazione in relazione alla distruzione delle larve di trichina; due fattori possono
spiegare la maggior efficacia dei forni a convezione rispetto a quelli a microonde. In primo
luogo, la cottura a microonde è rapida e ciò può essere all’origine del problema. È stato
dimostrato che, per le larve di trichina presenti in un arrosto, la cottura è più distruttiva quan-
do il calore viene fornito lentamente in un forno tradizionale fino a raggiungere 200 °F
(93,3 °C) rispetto a quando viene fornito rapidamente fino a raggiungere 350 °F o 176,7 °C 11.
In secondo luogo, il forno a convezione si riscalda in maniera più uniforme rispetto ad alcu-
ni forni a microonde; tale problema viene minimizzato ruotando periodicamente il prodotto
durante la cottura o impiegando forni a microonde dotati di un sistema di rotazione automa-
tico; in caso contrario si verifica un riscaldamento disomogeneo, che determina una cottura
insufficiente di alcune parti dell’arrosto ed eccessiva di altre. È stato dimostrato che l’ado-
zione di un insieme di criteri per la cottura adeguata in forno a microonde della carne di
maiale garantisce prodotti sicuri106.

29.3.2  Anisachiasi

Questa infezione nematodica è causata da due generi e specie strettamente correlati: Anisakis
simplex (verme dell’aringa o verme della balena) e Pseudoterranova decipiens (precenden-
temente Phocanema; verme del merluzzo o verme della foca). Entrambi questi organismi
hanno diversi ospiti intermedi e generalmente più di un ospite definitivo. L’uomo non è
l’ospite definitivo per nessuno dei due e i casi umani di malattia sono il risultato di un’inter-
posizione accidentale nel ciclo vitale di questi vermi.

Gli ospiti definitivi sono mammiferi marini: balene nel caso di A. simplex e foche grigie
(e altre) nel caso di P. decipiens. Le feci di questi animali contengono migliaia di uova, che
nell’acqua vanno incontro alla loro prima muta (dallo stadio L1 allo stadio L2); le larve libe-
re che ne risultano vengono ingerite da piccoli crostacei (copepodi) che, a loro volta, vengo-
no ingeriti da crostacei più grandi che fungono da ospiti intermedi durante la seconda muta
(da L2 a L3). Un ospite definitivo può ingerire larve L3 contenute nel crostaceo che funge
da ospite intermedio, ma più spesso le L3 vengono ingerite attraverso pesci o calamari – che,
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a loro volta, possono essere ingeriti da pesci più grandi – prima di giungere all’ospite fina-
le. Le ultime due mute (L3 e L4) portano agli adulti che si accoppiano; questi eventi hanno
luogo nell’ospite definitivo. La larva infettiva è la L3, presente solitamente sotto forma di
spirali strette e piatte all’interno o sulla superficie dei visceri di pesce; alcune larve possono
ritrovarsi nei muscoli della pinna ventrale. Avendo la balena come ospite definitivo preferi-
to, A. simplex si riscontra più spesso in pesci provenienti dal Pacifico settentrionale.

Nel caso di P. decipiens, le uova presenti nelle feci di foca vengono ingerite da copepodi,
quindi le larve nello stadio L2 o nello stadio L3 iniziale vengono ingerite dal primo ospite
intermedio, il pesce. Qui esse attraversano la parete dello stomaco e penetrano nella cavità
addominale, annidandosi poi nei muscoli del pesce. Nell’ospite intermedio le larve L3, di
colore da rosso a marrone, crescono fino a 25-50 mm di lunghezza. L’ospite finale, la foca,
ingerisce il parassita soprattutto cibandosi di sperlani e altri piccoli pesci.

Le infezioni umane si verificano in seguito all’ingestione di pesce contenente larve negli
stadi L3 e L4; pertanto il parassita non matura nell’uomo. I sintomi della malattia sono dovu-
ti all’attività dei vermi giovani. Le larve di A. simplex sono più dannose in quanto spesso
penetrano la mucosa, mentre la maggior parte delle larve di P. decipiens passa nelle feci o
viene espulsa con la tosse o il vomito dopo aver irritato la mucosa. Anisakis è la causa più
frequente della malattia in Giappone e nei Paesi Bassi; Pseudoterranova è invece più diffu-
sa in America Settentrionale.

Sintomi, diagnosi e terapia
I sintomi dell’anisachiasi umana possono svilupparsi entro 4-6 ore dal consumo di pesce infe-
stato e comprendono dolore epigastrico, nausea e vomito. Nei casi più severi, entro 7 giorni
dall’ingestione di pesce infestato possono presentarsi febbre e feci ematiche. Se i vermi pene-
trano la mucosa o la parete intestinale, possono svilupparsi un granuloma eosinofilo o una
peritonite. Tuttavia, dei 23 casi registrati in America Settentrionale nel 1982 solo 5 sono stati
causati da Anisakis sp. e l’infezione è stata transitoria 60. Nei quattro casi riportati da Kliks60 i
sintomi comprendevano moderato dolore gastrico e nausea a partire dal momento dell’inge-
stione fino a 20 ore più tardi; i vermi venivano espulsi con la tosse o erano ritrovati nella
bocca del paziente fino a 2 settimane dopo il consumo di salmone crudo infestato.

La diagnosi di questa sindrome è resa difficile dall’assenza di uova o altre parti dei vermi
nelle feci. Le larve possono essere osservate nel tratto intestinale tramite endoscopia e può
rendersi necessaria la resezione chirurgica del tessuto colpito. La fissazione del complemen-
to e i test di immunofluorescenza indiretta possono essere d’ausilio per la diagnosi. Il tiaben-
dazolo è un farmaco efficace per il trattamento di questa malattia.

Prevalenza e distribuzione
La tabella 29.5 presenta una raccolta dei casi noti di anisachiasi verificatisi fino al 1989. Il
primo caso accertato si registrò nel 1955 nei Paesi Bassi, dove tra il 1955 e il 1965 furono
riportati oltre 149 casi. L’anno successivo all’entrata in vigore della legge che ha stabilito
l’obbligo di congelamento delle aringhe a –20 °C per 24 ore non si sono verificati casi49. In
Giappone, nel periodo 1964-1976, sono stati riportati oltre 1000 casi72. In entrambi i Paesi, gli
alimenti responsabili erano prodotti a base di pesce crudo, come il sushi e il sashimi, sebbe-
ne le aringhe leggermente salate (“aringhe verdi”) erano un veicolo frequente nei Paesi Bassi.
Nel 1976 sono stati registrati 6 casi negli Stati Uniti, 1 in Canada, 1 in Inghilterra e 1 in Gro-
enlandia68. Questa malattia è associata con il ceviche, una preparazione a base di pesce crudo
comune in America Meridionale, dove l’agente eziologico è solitamente D. pacificum84. In
America Settentrionale il primo caso documentato si è verificato a Boston nel 1973; fino al
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1990, negli Stati Uniti, si sono verificati meno di 100 casi per entrambi gli agenti eziologici.
L’anisachiasi è stata osservata in Belgio, Gran Bretagna, Cile, Danimarca, Francia, Germania,
Corea e Taiwan. In 15 anni, a partire dai primi anni Sessanta, in Giappone sono stati segnala-
ti circa 1200 casi. In Asia gli sgombri crudi costituiscono probabilmente la fonte più impor-
tante 84, sebbene si ritenga che oltre 160 specie di teleostei possano ospitare il parassita45. 

Verso la fine degli anni Settanta sono state condotte due ricerche approfondite sulla pre-
valenza di larve di anisakidi nel pesce. In una di queste, 1010 pesci appartenenti a 20 gene-
ri e 23 specie sono stati esaminati nell’area di Washington, DC: nei 703 campioni infestati
da nematodi sono stati riscontrati 6547 nematodi, solo 11 dei quali erano Anisakis sp.50. Ogni
pesce conteneva in media 6,48 larve di nematodi, con un’infezione complessiva del 69,60%.
Nel corso di una ricerca, condotta nel biennio 1974-1975 su pesce e crostacei pescati al largo
di Washington, Oregon e California, sono stati esaminati 2074 campioni65: Anisakis sp. è
stata la specie riscontrata con maggiore frequenza, più spesso sui visceri del pesce. Il 41,6%
del pesce pescato al largo della costa californiana conteneva larve di anisakide69; la maggio-
re frequenza di quest’ultimo rispetto a Phocanema (Pseudoterranova) era dovuta principal-
mente all’elevato numero di balene, situazione che si inverte nelle acque del Golfo di St.
Lawrence nel Canada orientale65. Nessuna larva di anisakide è stata trovata in oltre 2000 cro-
stacei esaminati. In un’altra ricerca condotta a Ann Arbor, nel Michigan, è stata osservata una
densità di larve vitali compresa tra 63 e 91 per kg di tessuto di salmone 87.

Non è chiaro se l’incidenza di larve di anisakis nel pesce in commercio sia aumentata
rispetto a qualche decennio fa. È evidente che la comparsa di questi organismi nelle acque di
pesca non è recente, poiché la loro presenza nel pesce è nota sin dal 1767. La malattia iniziò
a diffondersi nell’uomo quando, a metà degli anni Cinquanta, fu introdotta la refrigerazione
a bordo delle navi da pesca; prima di allora il pesce catturato veniva subito eviscerato, allon-
tanando così gli eventuali parassiti. Alcuni ricercatori ritengono che quando il pesce viene
mantenuto su ghiacchio per diversi giorni, questi parassiti migrino dalla zona mesenterica ai
muscoli 45,71; tuttavia, tale migrazione non è stata dimostrata da tutti i ricercatori.

Prevenzione
L’anisachiasi può essere prevenuta evitando il consumo di pesce crudo o poco cotto. Sushi,
ceviche e sashimi dovrebbero essere consumati solo se preparati adeguatamente con pesci
sottoposti a controlli per l’assenza di larve infettive. Le forme infettive possono essere
distrutte cuocendo il pesce per 1 minuto a una temperatura interna di 60 °C o per 30 secon-
di a 65 °C 6. È stato riportato che il congelamento a temperature pari o inferiori a –20 °C per
almeno 60 ore rende le larve non infettive56; tuttavia alcune specie presenti in America Set-
tentrionale sopravvivevano dopo 52 ore a –20 °C 6. Anche l’immersione in salamoia per 4
settimane determina la perdita dell’infettività delle larve.
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Tabella 29.5 Alcuni casi riportati di anisachiasi

1955 Primo caso certo registrato nei Paesi Bassi
1955-1965 Circa 149 casi riportati nei Paesi Bassi
1964-1976 Oltre 1000 casi registrati in Giappone
1973 Primo caso documentato in Nord America (a Boston)
1980 Oltre 500 casi riportati in Giappone
1977-1981 Circa 5 casi registrati in California (2 da A. simplex e 3 da P. decipiens)
1981-1989 Circa 50 casi causati da A. simplex e 30 da P. decipiens in Nord America

(Da Jackson49, Margolis68 e Myers72)
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Un numero molto elevato di muffe produce sostanze tossiche note come micotossine. Alcu-
ne hanno effetto mutageno e carcinogeno, altre mostrano tossicità verso specifici organi,
altre ancora sono tossiche a causa di meccanismi diversi. Sebbene la tossicità per l’uomo di
molte micotossine non sia stata dimostrata, gli effetti di questi composti sugli animali da
esperimento e nei test in vitro lasciano pochi dubbi circa la loro tossicità reale e potenziale
per l’uomo. Almeno 14 micotossine sono note in quanto cangerogene; tra queste le aflatos-
sine sono le più potenti84. È opinione condivisa che circa il 93% dei composti mutageni sono
cancerogeni. Per quanto riguarda le micotossine, saggi microbiologici rivelano un livello di
correlazione dell’85% tra cancerogenicità e mutagenesi84.

Le micotossine sono prodotte come metaboliti secondari. I metaboliti primari dei funghi,
analogamente a quelli di altri microrganismi, sono composti essenziali per la crescita. I meta-
boliti secondari vengono prodotti durante la fine della fase di crescita esponenziale e non
sembrano avere importanza in relazione allo sviluppo o al metabolismo dell’organismo che
li sintetizza. In generale, sembra che la loro produzione abbia luogo quando si accumulano
grandi quantità di precursori dei metaboliti primari (come amminoacidi, acetato e piruvato).
La sintesi di micotossine rappresenta una strategia adottata dal fungo per ridurre la concen-
trazione di precursori metabolici non più necessari per il metabolismo. 

Alcuni metodi per l’individuazione delle micotossine negli alimenti sono stati trattati nel
capitolo 11. Per un’ampia rassegna di queste sostanze in frutta, succhi di frutta e frutta secca,
si rinvia al riferimento bibliografico 27.

30.1  Aflatossine

Tra tutte le micotossine, le aflatossine sono certamente le più studiate. La conoscenza della
loro esistenza risale al 1960, quando in Inghilterra morirono oltre 100.000 pulcini di tacchino
alimentati con mangime contenente arachidi importate da Africa e Sudamerica. Dal mangime
furono isolati Aspergillus flavus e una tossina prodotta da questo microrganismo che fu chia-
mata aflatossina (tossina da Aspergillus flavus, A-fla-tossina). Studi sulla natura delle sostan-
ze tossiche rivelarono la presenza di quattro componenti, la cui formula di struttura è riporta-
ta nella pagina seguente. A. flavus produce AFB1 e AFB2; A. parasiticus produce tutte e quat-
tro le principali aflatossine (B1, G1, B2 e G2). AFB1 è prodotta da tutti i ceppi aflatossina posi-
tivi ed è, tra tutte, la più potente. Altri produttori noti di aflatossine sono A. nominus47, A. bom-
bycis, A. pseudotamartii e A. ochraceoroseus, tra gli aspergilli, ed Emericella venezuelensis.
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Questi composti sono cumarine altamente sostituite; sono note almeno 18 tossine stretta-
mente correlate. AFM1 è un prodotto idrossilato di AFB1 e compare in latte, urine e feci come
prodotto metabolico30. AFL, AFLH1, AFQ1 e AFP1 sono tutte derivate da AFB1; AFB2 è la
forma 2,3-diidro di AFB1, e AFG2 è la forma 2,3-diidro di AFG1. La tossicità delle sei più
potenti aflatossine diminuisce nel seguente ordine: B1 > M1 > G1 > B2 > M2 ≅ G2

4. Osserva-
te alla luce ultravioletta (UV), sei delle tossine emettono fluorescenza come indicato:

B1 e B2 blu
G1 verde
G2 verde-blu
M1 blu-viola
M2 viola

Esse sono metaboliti secondari polichetidici i cui scheletri di carbonio derivano da acetato e
malonato. La via di sintesi parziale proposta per AFB1 è la seguente: acetato > acido norso-
lorinico > averantina > averufanina > averufina > versiconal emiacetale acetato > versicolo-
rina A > sterigmatocistina > O-metilsterigmatocistina > AFB1. Nella sequenza la versicolo-
rina A è il primo composto che contiene il doppio legame essenziale C2-C3.

30.1.1  Requisiti per la crescita e la produzione di tossina

Nessuna aflatossina veniva prodotta da 25 isolati di A. flavus/parasiticus su wort agar a 2, 7,
41 o 46 °C in 8 giorni; non si osservava produzione neppure a temperature inferiori a 7,5 °C
o superiori a 40 °C, in condizioni per il resto favorevoli75. In un altro studio, che utilizzava
Sabouraud agar, la crescita massima di A. flavus e di A. parasiticus si osservava a 33 °C con
pH 5,0 e attività dell’acqua (aw) pari a 0,99 41. A 15 °C si verificava crescita con aw pari a
0,95, ma non a 0,90, mentre a 27 e a 33 °C si osservava una leggera crescita con aw pari a
0,85. Molti ricercatori hanno riportato una temperatura ottimale per la produzione di tossina
variabile tra 24 e 28 °C. In uno studio, la crescita massima di A. parasiticus si osservava a
35 °C, ma la quantità maggiore di tossina era prodotta a 25 °C 78.

Il contenuto di umidità limitante per AFB1 e AFB2 su mais era di 17,5% a valori di tem-
peratura pari o superiori a 24 °C, con una produzione fino a 50 ng/g96. A 13 °C non veniva
prodotta tossina. Complessivamente, la produzione di tossina è stata osservata a valori di aw

compresi tra 0,93 e 0,98, con valori limitanti variabili tra 0,71 e 0,9458. In un altro studio A.
parasiticus non produceva quantità rilevabili di AFB1 con aw di 0,83 e 10 °C 63. La tempera-
tura ottimale con aw pari a 0,94 era 24 °C (figura 30.1). Su malt agar contenente saccarosio
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la crescita, senza una dimostrabile produzione di tossina, sembrava possibile con aw uguale
a 0,83. Diversi ricercatori hanno osservato che il riso supporta la produzione di elevati livel-
li di aflatossine a temperature favorevoli, ma che a 5 °C la produzione è nulla sia su riso sia
su formaggio Cheddar 68.

Complessivamente, non è facile stabilire i parametri minimi e massimi che controllano la
crescita e la produzione di tossina da parte di questi microrganismi eucariotici, in parte a
causa dei loro diversi habitat naturali, in parte per il loro status di eucarioti. Sembra appura-
to che la crescita possa avere luogo senza produzione di tossina. 

AFG1 viene prodotta a temperature più basse rispetto a AFB1; alcuni ricercatori hanno rile-
vato quantità maggiori di AFB1 che di AFG1 a 30 °C circa, altri hanno riscontrato produzio-
ni uguali. Per quanto riguarda A. flavus e A. parasiticus, il primo produce generalmente solo
AFB1 e AFG1

22. L’aerazione favorisce la produzione di aflatossina; su substrati naturali come
riso, mais, soia e simili possono essere prodotte concentrazioni di 2 mg/g 22. In brodo conte-
nente livelli adeguati di Zn2+ possono essere prodotti fino a 0,2-0,3 mg/mL. Il rilascio di
AFB1 da parte di A. flavus sembra coinvolgere un sistema di trasporto energia-dipendente.

30.1.2  Produzione e presenza negli alimenti

Per quanto riguarda la produzione negli alimenti, la presenza di aflatossina è stata dimostra-
ta in carne di manzo fresca, prosciutto e bacon inoculati con colture tossigene e conservati a
15, 20 e 30 °C 9, e in prosciutti artigianali durante la stagionatura quando le temperature
erano prossime a 30 °C ma non inferiori a 15 °C o a livelli di umidità relativa superiori al
75%10. Le aflatossine sono state trovate in una grande varietà di alimenti, inclusi latte, birra,
cacao, uva passa e farina di soia (vedi oltre). In salame fermentato a 25 °C, in 10 e 18 gior-
ni venivano prodotti, rispettivamente, 160 e 426 ppm di AFB1; inoltre AFG1 era presente in
concentrazione 10 volte maggiore rispetto a B1

51. Le aflatossine sono state prodotte in pane
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Figura 30.1 Crescita e produzione di aflatossina B1 su malt extract-glycerine agar per diversi valori
di attività dell’acqua e di temperatura. Le colonne bianche indicano la velocità di crescita, quelle
nere la produzione media di AFB1. (Da Northolt et al.63, copyright © 1976 International Association
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integrale di segale e di frumento, in formaggio tilsit e in succo di mela a 22 °C. In uno stu-
dio del formaggio cheddar di 3 mesi è stato inoculato in superficie con una sospensione di
spore di A. parasiticus o di A. flavus ed è stato quindi incubato a temperatura ambiente: dopo
una settimana entrambe le muffe avevano prodotto quantità rilevanti di aflatossine B1 e G1,
che erano penetrate nello strato più superficiale del formaggio52. AFB1 è stata trovata in 3
campioni commerciali su 63 di burro d’arachidi a livelli inferiori a 5 ppb69. Una ricerca dura-
ta cinque anni su 500 campioni di mais e grano della Virginia, ha individuato aflatossine nel
25% circa dei campioni di mais per ciascun anno di raccolto: il 18-61% dei campioni conte-
neva almeno 20 ng/g e il 5-29% conteneva oltre 100 ng/g80. La quantità media rilevata duran-
te il quinquennio è stata di 21-137 ng/g. In nessuno dei campioni di grano sono state rileva-
te aflatossina, zearalenone e ocratossina A. La siccità del 1988 ha determinato in alcuni Stati
medio-occidentali degli Stati Uniti, che avevano avuto meno di 5 cm di pioggia in giugno e
luglio, un aumento dei livelli di aflatossina prodotta nel mais; il 30% circa dei campioni con-
teneva più di 20 ppb, rispetto ai livelli di 2-3 ppb riscontrati in tempi di piogge normali 83.

In una ricerca su AFB1 in alimenti e mangimi, condotta a Cuba negli anni 1990-1996, è
risultato positivo il 17% di 4529 campioni: i campioni di sorgo e di arachidi erano i più con-
taminati (positivi, rispettivamente, nell’83% e nel 40% dei casi)32; l’incidenza era del 23%
nel mais e del 25% nel grano. In Botswana, su 120 campioni di arachidi testati per la presen-
za di aflatossina il 78% è risultato positivo, con livelli compresi tra 12 e 329 μg/kg, mentre
il 49% conteneva meno di 20 μg/kg59. Il 21% di questi campioni conteneva acido ciclopiazo-
nico in concentrazione variabile da 1 a 10 μg/kg. 

L’acido ciclopiazonico viene prodotto da alcuni ceppi di A. flavus e si ritiene che contri-
buisca alla tossicità dell’aflatossina. È stato trovato in quattro carichi di mais su sette, a livel-
li compresi tra 25 e 250 ng/g49; in quattro carichi su cinque era presente anche deossinivale-
nolo (DON, vomitossina) a livelli di 46-676 ng/g.

È stato studiato l’effetto che variazioni cicliche di temperatura tra 5 e 25 °C hanno sulla
produzione di micotossine su riso e formaggio. Sul riso, variando ciclicamente la temperatu-
ra, A. parasiticus produceva più aflatossina che a 15, 18 o 25 °C, mentre A. flavus ne produ-
ceva meno; su formaggio cheddar, in condizioni di variazioni cicliche di temperatura, entram-
be le specie producevano meno aflatossina che a 25 °C 68; questi ricercatori hanno osservato
che il formaggio – se mantenuto a temperature molto inferiori a quella ottimale per la produ-
zione di tossina – non è un buon substrato per la produzione di aflatossina.

La produzione di aflatossina è stata dimostrata in un numero infinito di prodotti alimen-
tari, oltre a quelli citati. In condizioni di crescita ottimali, alcune tossine possono essere rile-
vate entro 24 ore, altrimenti entro 4-10 giorni18. In relazione alle arachidi, Hesseltine40 ha
osservato quanto segue.

1. La crescita e la formazione di aflatossina si verificano principalmente durante la lavora-
zione delle arachidi, dopo la raccolta.

2. In un lotto di arachidi tossiche, solo pochi semi contengono la tossina, e la possibilità che
questa venga rilevata dipende dalle dimensioni del campione prelevato, per esempio di 1 kg.

3. La concentrazione di tossina può variare notevolmente, anche in un singolo seme.
4. I due fattori più importanti che influenzano la formazione di aflatossina sono l’umidità e

la temperatura.

La FDA ha fissato i seguenti livelli ammissibili di aflatossine negli alimenti: 20 ppb per
alimenti, mangimi, noci del Brasile, prodotti a base di arachidi e pistacchi e 0,5 ppb per il
latte48. Un comitato della Codex Alimentarius Commission ha raccomandato i seguenti livel-
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li massimi di micotossine in alcuni alimenti specifici: 15 μg/kg di aflatossine in arachidi
destinate a ulteriore lavorazione; 0,05 μg/kg di aflatossina M1 nel latte; 50 μg/kg di patulina
in succo di mela tal quale o come ingrediente di altre bevande; 5 μg/kg di ocratossina A in
cereali e prodotti a base di cereali61.

30.1.3  Tossicità relativa e modalità d’azione

Per l’espressione della mutagenicità, i sistemi metabolici dei mammiferi sono essenziali per
le aflatossine, specialmente per la AFB1. È essenziale anche il loro legame con gli acidi
nucleici, in particolare con il DNA. Nonostante sia normalmente colpito il DNA nucleare, è
stato osservato che la AFB1 si lega covalentemente al DNA mitocondriale epatico, in manie-
ra preferenziale rispetto al DNA nucleare62. Altri siti possibili per le aflatossine sono macro-
molecole cellulari diverse dagli acidi nucleici. Il sito responsabile della mutagenicità nella
molecola di aflatossina è rappresentato dal doppio legame C2-C3 nella porzione di diidrofu-
rano; la sua riduzione alla forma 2,3-diidro (AFB2) comporta una diminuzione della mutage-
nicità variabile da 200 fino a 500 volte84. In seguito al legame con il DNA, le lesioni geneti-
che predominanti indotte dalle aflatossine sono le mutazioni puntiformi, sebbene possano
verificarsi mutazioni per spostamento della finestra di lettura. È stato dimostrato che l’atti-
vità mutagena di AFB1 viene raddoppiata da BHA (butilidrossianisolo) e BHT (butilidrossi-
toluene) e potenziata in misura molto inferiore da gallato di propile impiegando il saggio di
Ames, ma non è chiaro se tale potenziamento si verifichi nei sistemi animali77.

La LD50 nei ratti della AFB1 somministrata per via orale è pari a 1,2 mg/kg, quella della
AFG1 è di 1,5-2,0 mg/kg12. La suscettibilità relativa alle aflatossine di diverse specie anima-
li è presentata in tabella 30.1. La maggior parte delle specie animali suscettibili muore entro
3 giorni dalla somministrazione delle tossine e all’esame post mortem mostra evidenti danni
epatici, dimostrando che le aflatossine sono epatocarcinogene100. La tossicità è maggiore per
gli animali maschi giovani rispetto alle femmine adulte; gli effetti tossici sono potenziati da
regimi alimentari ipoproteici o cirrogeni. 
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Tabella 30.1 Letalità comparata di dosi singole di aflatossina B1

Animale Età (o peso) Sesso Via di somministrazione LD50 (mg/kg)

Anatroccolo 1 giorno M PO 0,37
1 giorno M PO 0,56

Ratto 1 giorno M-F PO 1,0
21 giorni M PO 5,5
21 giorni F PO 7,4
100 g M PO 7,2
100 g M IP 6,0
150 g F PO 17,9

Criceto 30 giorni M PO 10,2
Porcellino d’India Adulto M IP ~1
Coniglio Appena svezzato M-F IP ~0,5
Cane Adulto M-F IP ~1

Adulto M-F PO ~0,5
Trota 100 g M-F PO ~0,5

PO = somministrazione orale; IP = somministrazione intraperitoneale. (Da Wogan100)



Prove circostanziali suggeriscono che le aflatossine sono cancerogene per l’uomo. Si ritie-
ne che la loro azione causi la sindrome EFDV (encephalopathy and fatty degeneration of the
viscera), diffusa in Thailandia, la sindrome di Reye, presente in Thailandia e Nuova Zelan-
da12,13, e una forma acuta di epatoma osservata in un bambino ugandese. In quest’ultimo caso
di malattia epatica acuta e fatale sono state evidenziate alterazioni istologiche a carico del
fegato identiche a quelle osservate in scimmie trattate con aflatossine e l’eziologia da aflatos-
sine era fortemente suggerita dai reperti76. Due ricercatori che lavoravano con aflatossina puri-
ficata svilupparono un carcinoma al colon24. D’altra parte è stato osservato che nessuna mico-
tossina è stata correlata a uno specifico tipo di cancro nell’uomo in assenza di infezione cro-
nica da virus dell’epatite B87. Il rischio di sviluppare una neoplasia epatica in seguito all’inge-
stione di aflatossine è circa 30 volte maggiore negli individui che sono stati esposti all’epati-
te B (HbsAg+) rispetto a quelli che non sono entrati in contatto con il virus (HbsAg–)39. Il
potere cancerogeno relativo nell’uomo e in alcuni altri animali è mostrata in figura 30.2.

30.1.4  Degradazione

AFB1 e AFB2 possono essere ridotte, nel mais, dal bisolfito. In fichi secchi addizionati con
250 ppb di AFB1 e sottoposti a diversi trattamenti, l’1% di bisolfito di sodio determinava una
riduzione del 28,2% in 72 ore; lo 0,2% di H2O2 (aggiunta 10 minuti prima del bisolfito di
sodio) determinava una riduzione del 65,5%; il riscaldamento a 45-65 °C per 1 ora compor-
tava una riduzione del 68,4%, infine radiazioni ultraviolette (UV) determinavano una dimi-
nuzione del 45,7%3. Semi di cotone contaminati da aflatossine, trattati con ammoniaca e
somministrati a vacche, producevano nel latte livelli inferiori di AFB1 e AFM1 rispetto al
prodotto non trattato42. Quando mais giallo dentato (yellow dent corn), contaminato natural-
mente con 1600 ppm di aflatossina, veniva trattato con il 3% di NaOH a 100 °C per 4 minu-
ti, e quindi lavorato ulteriormente e fritto, veniva distrutto il 99% dell’aflatossina14.

Come si vedrà oltre, è stato dimostrato che Flavobacterium aurantiacum rimuove la AFB1

da diversi alimenti. In uno studio, concentrazioni di 1010 ufc/mL del batterio e filtrati coltu-
rali ottenuti da colture vecchie (72 ore) risultavano più efficienti delle colture più giovani (24
o 48 ore) 53. In uno studio successivo è stato osservato che Mg2+ e Ca2+ aumentano l’attività
degradativa di questo batterio28. Sebbene non degradino le aflatossine, i bifidobatteri64 e i
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Figura 30.2 Potere cancerogeno relativo in differenti specie. La potenza è espressa come numero
di casi per anno per nanogrammo di aflatossina B1 per chilogrammo di peso corporeo per giorno.
(Da Henry et al.39, copyright © 1999 American Association for the Advancement of Science, con
autorizzazione)



batteri lattici si legano a AFB1 e a AFM1 in terreni di coltura e in substrati alimentari66; è stato
dimostrato che sia le cellule vive sia quelle morte si legano a queste micotossine. Un mixo-
batterio tipico del suolo (Nannocystis exedens) è stato testato contro le spore, le ife e gli scle-
rozi delle muffe produttrici di aflatossine Aspergillus flavus e A. parasiticus: entrambi i fun-
ghi venivano inibiti dopo 14 giorni a 28 °C 91; il mixobatterio, in realtà, aveva lisato le colo-
nie della muffa dopo 24 ore. Non è inconcepibile pensare che il principio attivo possa esse-
re estratto e utilizzato in forma purificata contro altri funghi e probabilmente contro alcuni
batteri. I risultati di questo studio suggeriscono che alcuni mixomiceti (muffe della melma)
possono essere efficaci nella distruzione di funghi micotossigeni.

30.2  Tossine da Alternaria

Diverse specie di Alternaria (comprese A. citri, A. alternata, A. solani e A. tenuissima) pro-
ducono sostanze tossiche che sono state ritrovate in mele, pomodori, mirtilli, cereali e altri
alimenti85,86. Tra le tossine prodotte vi sono alternariolo, alternariolo metiletere, altenuene,
acido tenuazonico e altertossina-I 85. Su fette di mela, pomodori o succo di mirtilli incubati
per 21 giorni a 21 °C, diverse Alternaria producevano queste tossine fino a livelli di 137
mg/100 g 85. In un altro studio l’acido tenuazonico era la principale tossina prodotta in pomo-
dori, con livelli fino a 13,9 mg/100 g; su arance e limoni A. citri produceva acido tenuazo-
nico, alternariolo e alternariolo monometil etere a una concentrazione media di 1,15-2,66
mg/100 g86. I frutti erano stati posti a incubare a temperatura ambiente per 21-28 giorni.

In uno studio condotto in Argentina su 150 campioni di semi di girasole, l’85% contene-
va alternariolo (mediamente 187 μg/kg), il 47% conteneva alternariolo monometil etere (con
una media di 194 μg/kg) e il 65% conteneva acido tenuazonico (media di 6692 μg/kg)19.
Dopo la fermentazione da parte di A. alternata per 28 giorni e la separazione dell’olio dalla
farina, l’olio era privo di alternariolo e conteneva solo l’1,6-2,3% dell’acido tenuazonico e
il 44-45% dell’alternariolo monometil etere; nessuna di queste tossine era presente nella fari-
na disoleata19. Un ceppo di A. alternata produceva stemphyltoxin III, che risultava mutage-
na mediante saggio di Ames 23. Per maggiori informazioni sulle tossine da Alternaria, si
rimanda al riferimento bibliografico 17.

30.3  Citrinina

La micotossina citrinina – prodotta da diversi funghi, tra i quali Penicillium citrinum e P.
viridicatum – è stata riscontrata in riso decorticato, pane ammuffito, prosciutti artigianali,
grano, avena, segale e altri prodotti simili. Alla luce UV a onde lunghe (315-400 nm), si
osserva una fluorescenza giallo-limone. È una sostanza riconosciuta come cancerogena. Su
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sette ceppi di P. viridicatum isolati da prosciutti artigianali, tutti producevano citrinina in
potato dextrose broth e su prosciutti artigianali in 14 giorni a 20-30 °C, ma non a 10 °C101; a
10 °C la crescita era scarsa. La citrinina è stata rilevata in alimenti ammuffiti esaminati in
Germania; può essere prodotta in un mezzo sintetico insieme ad alcune altre micotossine 50.

Sebbene i microrganismi produttori di citrinina vengano trovati su semi di cacao e di
caffè, questa micotossina – al pari di altre – non è presente a livelli proporzionali alla cresci-
ta. La ragione apparente di tale fenomeno è l’inibizione della citrinina in P. citrinum da parte
della caffeina; tale inibizione sembra essere piuttosto specifica, poiché si verifica solo una
leggera diminuzione della crescita del microrganismo 6.

30.4  Ocratossine

Le ocratossine consistono di un gruppo di almeno sette metaboliti secondari strutturalmente
correlati, dei quali l’ocratossina A (OA) è la più nota e più tossica. L’ocratossina B (OB)
deriva da OA per declorazione e, insieme a OC, può non essere naturalmente presente. OA
viene prodotta da un gran numero di funghi che attaccano le derrate dopo il raccolto, tra cui
A. ochraceus, A. alliaceus, A. ostianus, A. mellus, A. niger e A. carbonarius. In Spagna, que-
st’ultimo era il principale produttore di OA in frutta secca (uvetta, uva passa e uva sultani-
na), con il 97% di 91 ceppi isolati risultati produttori di OA1. Tra i penicilli che producono
OA sono compresi P. viridicatum, P. cyclopium e P. variabile. OA è prodotta a livelli massi-
mi a circa 30 °C e aw di 0,955. Il valore minimo di aw che supporta la produzione di OA da
parte di A. ochraceus a 30 °C in un mangime per polli è 0,85. La LD50 per somministrazio-
ne orale nei ratti è 20-22 mg/kg; risulta sia epatotossica sia nefrotossica.

Queste micotossine sono state trovate in mais, fagioli secchi, semi di cacao, soia, avena,
orzo, agrumi, noci del Brasile, tabacco ammuffito, prosciutti artigianali, arachidi, semi di
caffè e prodotti simili. Due ceppi di A. ochraceus isolati da prosciutti artigianali produceva-
no OA e OB su riso, panello disoleato di arachidi e prosciutti artigianali, quando inoculati31.
Due terzi della tossina penetravano di 0,5 cm dopo 21 giorni; il terzo restante si localizzava
nel micelio. Su sei ceppi di P. viridicatum isolati da prosciutti artigianali nessuno produceva
ocratossine. Da uno studio su quattro inibitori chimici sia della crescita sia della sintesi di
OA in due produttori di OA a pH 4,5, è risultato: sorbato di potassio > propionato di sodio >
metilparaben > bisolfito di sodio; a pH 5,5, i due più efficaci erano metilparaben e sorbato
di potassio94. Come la maggior parte delle altre micotossine, OA è termostabile. In uno stu-
dio, il tasso più elevato di distruzione raggiunto cuocendo delle fave è stato del 20%; i ricer-
catori hanno concluso che OA non poteva essere distrutta dalle normali procedure di cottu-
ra29. Alla luce UV, OA emette una fluorescenza verde e OB una fluorescenza blu. In cellule
renali di scimmia l’ocratossina induce una mitosi anormale.
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30.5  Patulina

La patulina (clavicina, espansina) viene prodotta da un gran numero di penicilli, tra i quali
P. claviforme, P. expansum, P. patulum, da alcuni aspergilli, tra cui A. clavatus e A. terreus,
e da Byssochlamys nivea e B. fulva 22.

Le sue proprietà biologiche sono simili a quelle dell’acido penicillico. Alcuni funghi pro-
duttori di patulina possono produrre il composto a temperature inferiori a 2 °C4. Questa
micotossina è stata trovata in pane ammuffito, salami, frutta (comprese banane, pere, ananas,
uva e pesche), succo e sidro di mela e altri prodotti. In succo di mela sono stati riscontrati
livelli anche di 440 μg/l; in sidro sono state riscontrate concentrazioni fino a 45 ppm. In Ger-
mania è stata identificata in alimenti ammuffiti insieme a citrinina e ocratossina A50.

Per la crescita di P. expansum e P. patulum sono stati riportati valori minimi di aw di 0,83
e 0,81, rispettivamente. In potato dextrose broth posto a incubare a 12 °C, la patulina veniva
prodotta dopo 10 giorni da P. patulum e P. roquefortii, il primo microrganismo produceva
livelli fino a 1033 ppm8. La patulina veniva prodotta in succo di mela anche a 12 °C da B.
nivea, ma la concentrazione più elevata era raggiunta dopo 20 giorni a 21 °C dopo una fase
lag di 9 giorni71. Il secondo picco più alto si osservava a 30 °C, mentre a 37 °C la quantità
prodotta era molto inferiore. Questi ricercatori hanno confermato che la produzione di patu-
lina è favorita a temperature inferiori all’optimum di crescita, come precedentemente osser-
vato da Sommer e colleghi82. Questi ultimi autori avevano impiegato P. expansum, osservan-
do produzione nell’intervallo compreso tra 5 e 20 °C e solo piccole quantità prodotte a 30 °C.
In Georgia, in cinque campioni commerciali sono stati trovati livelli di patulina variabili da
244 a 3993 μg/l, con una media di 1902 μg/l 99. L’incidenza complessiva di patulina in succo
di mela è stata oggetto di una revisione38. Atmosfere di CO2 e N2 ne riducono la produzione
rispetto a quella che si osserva in aria. La SO2 è risultata più efficace nell’inibirne la produ-
zione rispetto al sorbato di potassio o al benzoato di sodio71.

Per via sottocutanea la LD50 della patulina nei ratti è di 15-25 mg/kg; in alcuni animali
induce sarcomi sottocutanei. Sia la patulina sia l’acido penicillico si legano a gruppi -SH e -
NH2, formando addotti legati covalentemente che sembrano diminuirne la tossicità. La patu-
lina causa aberrazioni cromosomiche in cellule animali e vegetali ed è cancerogena.

30.6  Acido penicillico

Questa micotossina possiede proprietà biologiche simili a quelle della patulina. Viene pro-
dotta da un gran numero di funghi, compresi molti penicilli (per esempio, P. puberulum),
come pure da membri del gruppo A. ochraceus. Uno dei migliori produttori è P. cyclopium.
È stata trovata in mais, fagioli e altre colture in pieno campo ed è stata prodotta sperimental-
mente su formaggio svizzero. La sua LD50 per via sottocutanea nel topo è di 100-300 mg/kg;
la sua cancerogenicità è certa.
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Su 346 colture di penicilli isolati da salame, il 10% circa produceva acido penicillico in
mezzi di coltura liquidi, ma 5 che erano stati inoculati in salami affumicati non erano in
grado di produrre la tossina dopo 70 giorni20. In un altro studio, 183 muffe sono state isola-
te da formaggio svizzero; l’87% era composto da penicilli, il 93% dei quali era in grado di
crescere a 5 °C. Il 35% degli estratti dei penicilli risultava tossico per gli embrioni di pollo
e nel 5,5% delle miscele tossiche sono stati identificati acido penicillico, patulina e aflatos-
sine7. L’acido penicillico era prodotto a 5 °C in 6 settimane da 4 ceppi fungini su 33.

30.7  Sterigmatocistina

Questa micotossina è strutturalmente e biologicamente correlata alle aflatossine e, come que-
ste, esplica attività epatocarcinogena negli animali. Sono note almeno otto forme derivate.
Tra i microrganismi produttori vi sono Aspergillus versicolor, A. nidulans, A. rugulosus e
altri. La LD50 per iniezione intraperitoneale nei ratti è di 60-65 mg/kg. Alla luce UV la tos-
sina emette fluorescenza di colore rosso-mattone scuro. Sebbene non siano spesso presenti
in prodotti naturali, queste tossine sono state trovate in grano, avena, formaggio olandese e
semi di caffè. Pur essendo correlate alle aflatossine, non sono altrettanto potenti; agiscono
inibendo la sintesi del DNA.

30.8  Fumonisine

Le fumonisine sono prodotte da Fusarium spp. su mais e altri cereali; alcune patologie del-
l’uomo e di altri animali sono associate al consumo di cereali e prodotti a base di cereali con-
tenenti livelli elevati di queste muffe.

Tra le specie per le quali è dimostrata la capacità di produrre fumonisine vi sono F. saccha-
ri, F. subglutinans, F. thapsinum, F. globosum, F. anthophilum, F. dlamini, F. napiforme, F.
nygamai, F. moniliforme e F. proliferatum60; quest’ultima specie ne produce grandi quantità. F.
moniliforme (precedentemente F. verticilloides; Gibberella fujikuroi) è stata la prima a essere
associata alla micotossina ed è la più studiata. La prevalenza di F. moniliforme è significati-
vamente più elevata in mais proveniente da aree con un’alta incidenza di cancro esofageo nel-
l’uomo rispetto a quello proveniente da aree in cui l’incidenza per questa malattia è bassa54.

Esistono almeno 15 fumonisine: le più conosciute sono FB1, FB2, FB3, FB4, FA1, FA2 e
FA3. Le principali sono FB1-FB3, le altre sono considerate minori e sono meno ben caratte-
rizzate. Delle tre principali, FB1 (detta anche macrofusina) viene prodotta in maggiori quan-
tità dai ceppi produttori. Per esempio, tra nove ceppi di F. moniliforme, il range di FB1 pro-
dotta su mais autoclavato era 960-2350 μg/g, mentre quello di FB2 era 120-320 μg/g72. 
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La fusarina C è prodotta da F. moniliforme, ma non sembra avere attività epatocarcinoge-
na35. Essa risulta mutagena al test di Ames, ma solo dopo l’attivazione della frazione epati-
ca98. In un mezzo colturale ne veniva prodotta più a pH < 6 che a valori superiori e i livelli
più elevati si raggiungevano tra il secondo e il sesto giorno a circa 28 °C 33. Ceppi isolati da
mais producevano circa 19-332 μg/g quando fatti sviluppare su mais 33.

30.8.1  Crescita e produzione

In relazione alla temperatura e al pH ottimali di crescita, la massima produzione di FB1 da
parte di un ceppo di F. moniliforme in una coltura a base di mais si verificava in 13 settima-
ne a 20 °C con una resa di 17,9 g/kg di peso secco2. La massima velocità di crescita del fungo
si osservava a 25 °C, non a 20 °C, e la fase stazionaria era raggiunta dopo 4-6 settimane a
entrambe le temperature2. Nello stesso studio, la produzione di FB1 iniziava dopo 2 settima-
ne di crescita attiva e diminuiva dopo 13 settimane. Complessivamente, il tempo e la tempe-
ratura ottimali per la produzione di FB1 erano 7 settimane a 25 °C. È stata dimostrata una
buona crescita di un ceppo di F. moniliforme a 25 e 30 °C nell’intervallo di pH compreso tra
3 e 9,5 97, mentre a 37 °C e nello stesso intervallo di pH lo sviluppo era limitato; i valori acidi
dei mezzi colturali utilizzati erano stati ottenuti con acido fosforico97.

Né F. moniliforme né F. proliferatum producono grandi quantità di tossina con valori di
aw pari a 0,92557. Per un ceppo della prima specie, fatto sviluppare su mais sterile per 6 set-
timane a 25 °C, i livelli di FB1 prodotti erano 6,8, 14,4, 93,6 e 102,6 ppm, rispettivamente
con valori di aw di 0,925, 0,944, 0,956 e 0,968 57. Il livello di FB1 era circa 5 volte maggiore
in semi di mais privati del germe rispetto ai tessuti del germe. Il pH del mais privato del
germe diminuiva da 6,4 a 4,7 dopo 10 giorni, mentre quello del germe colonizzato aumenta-
va fino a 8,579. Le condizioni acide risultavano determinanti per la produzione di FB1, men-
tre le condizioni alcaline avevano un effetto inibente. Aggiungendo F. moniliforme e F. pro-
liferatum a semi di mais, grano e orzo trattati con radiazioni, FB1 veniva prodotta su mais ma
non negli altri due cereali55.

I conservanti acido benzoico, BHA e carvacrolo si sono dimostrati in grado di inibire o
ritardare la crescita del micelio di un certo numero di Fusarium spp.; l’acido benzoico è il
più efficace, seguito da carvacrolo e da BHA93. L’effetto simultaneo sulla produzione di
fumonisine non è chiaro.

30.8.2  Prevalenza in mais e mangimi

Sin dalla metà degli anni Ottanta, è stato osservato che la leucoencefalomacia (ELEM) nei
cavalli, l’edema polmonare (PE) nei suini e il cancro esofageo (EC) nell’uomo si presentano
in regioni del mondo in cui si riscontrano elevati livelli di fumonisine negli alimenti a base
di cereali102. Per esempio, l’incidenza maggiore di EC umano in Africa meridionale si regi-
stra nel Transkei, dove si trovano anche livelli elevati di FB1 e FB2 nel mais. Concomitante
con la presenza di fumonisine è quella di Fusarium spp., specialmente di F. moniliforme.
L’incidenza di fumonisina FB1 in una contea cinese a rischio elevato era circa il doppio
rispetto ad aree a basso rischio, sebbene le differenze non fossero statisticamente significa-
tive102. In un’area ad alto rischio, oltre alle fumonisine, in mais sono stati trovati tricoteceni
(principalmente deossinivalenolo). In mais e prodotti a base di mais, provenienti da quattro
Stati statunitensi, la FB1 è stata trovata nel 65% di 34 campioni, mentre la FB2 era presente
solo nel 29% dei campioni37. I livelli massimi erano di 2679 μg/kg per la FB1 e di 797 μg/kg
per la FB2. Il numero di cellule di Fusarium variava da 102 a oltre 105.
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La tabella 30.2 riporta l’incidenza e la prevalenza di FB1 in mais e in alcuni prodotti a
base di mais in diversi Paesi. I livelli più elevati sono stati riscontrati in mais proveniente da
un’area del Transkei (Sudafrica), con elevata incidenza di EC. L’intervallo per questi sei
campioni era 3020-117.520 ng/g, con una media di 53.740 ng/g89. Questi livelli erano supe-
riori a quelli trovati in 12 campioni di mais ammuffito proveniente dalla stessa area, per i
quali la media era di 23.900 ng/g70. Complessivamente, FB1 era presente a livelli più bassi in
granella di mais, mentre i livelli tendevano a essere superiori in farina di mais.

Campioni di mangimi provenienti da 11 Stati degli Stati Uniti sono stati esaminati per la
presenza di FB1

72. Di 83 mangimi per cavalli associati a ELEM equina, il 75% conteneva >10
μg/g, con un range compreso tra <1,0 e 330 μg/g. D’altra parte, tutti i 51 campioni di man-
gimi che non davano problemi avevano un contenuto < 9 μg/g di FB1, con < 6 μg/g nel 94%
dei casi72. In Michigan, su 71 campioni di prodotti al dettaglio a base di mais e altri cereali
11 contenevano fumonisine, tra cui 10 su 17 prodotti a base di mais 65. Il livello massimo di
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Tabella 30.2 Incidenza e prevalenza di fumonisina B1 in mais e prodotti a base di mais prove-
nienti da diversi Paesi

Campioni Fumonisina Media
Prodotti Paese (pos./tot.) (ng) (ng/g) Rif. bibl.

Granella di mais Svizzera 34/55 0-790 260 67
Granella di mais Sudafrica 10/18 0-190 125 90
Granella di mais Stati Uniti 10/10 105-2545 601 90
Panello di mais/ Stati Uniti 10/17 <200-15.600 – 65
mix per muffin
Farina di mais Svizzera 2/7 0-110 85 67
Farina di mais Sudafrica 46/52 0-475 138 90
Farina di mais Stati Uniti 15/16 0-2790 1048 90
Farina di mais Canada 1/2 0-50 50 90
Farina di mais Egitto 2/2 1780-2980 2380 90
Farina di mais Perù 1/2 0-660 660 90
Mais* Charleston, SC 7/7 105-1915 635 90
Mais* Transkei, Sudafrica 6/6 3020-117.520 53.740 90
Mais (sano)* Transkei, Sudafrica 12/12 50-7900 1600 70
Mais (sano)** Transkei, Sudafrica 2/12 0-550 375 70
Mais (ammuffito)** Transkei, Sudafrica 12/12 3450-46.900 23.900 70
Mais (ammuffito)** Transkei, Sudafrica 11/11 450-18.900 6520 70
Farina di mais bianco Stati Uniti (MD) 3500-7450 15
Farina di mais giallo Stati Uniti (MD) 500-4750 15
Tortilla, bianca Stati Uniti (MD) 200-400 15
Farina di mais giallo Stati Uniti (AZ) 450-650 15
Farina di mais giallo Stati Uniti (NE) 500-2500 15
Tortilla, bianca Stati Uniti (AZ) 250-1450 15
Tortilla, bianca Stati Uniti (NE) 200-550 15
Mais + farina Botswana 28/33 20-1270 247 μg/kg 81
Mais Kenya 92/197 110-12.000 670 44

* Da aree dei rispettivi Paesi in cui l’incidenza di cancro all’esofago era elevata.
** Da aree in cui l’incidenza di cancro all’esofago era bassa.



FB1 trovato impiegando il test ELISA era di 15,6 μg/g in blue corn meal65. Sulla base della
letteratura relativa alla FB1 in mais, per la popolazione dei Paesi Bassi è stata stimata un’as-
sunzione giornaliera di 1000 ng25.

Mais contaminato da Fusarium, associato a epidemie di micotossicosi in diversi animali
in Brasile, è stato analizzato per la presenza di FB1 e FB2: 20 campioni su 21 presentavano
livelli di FB1 compresi tra 200 e 38.500 ng/g; in 18/21 il range di FB2 era compreso tra 100
e 12.000 ng/g 88. Tranne un ceppo, tutti gli isolati da questo lotto di mais erano fortemente
tossici verso anatroccoli. In uno studio condotto nel biennio 1996-1997 su fumonisine in
birre spagnole, 14 sono risultate positive, con livelli compresi tra 4,76 e 85,53 ng/mL95.

30.8.3  Proprietà chimico-fisiche di FB1 e FB2

La struttura chimica di FB1 e FB2 è indicata di seguito26. Le due tossine differiscono solo in
quanto la FB1 possiede un gruppo -OH al posto di un H sul carbonio 10. Queste tossine si
differenziano dalla maggior parte delle altre presentate in questo capitolo per due ragioni:
non possiedono gruppi ciclici o anelli e sono solubili in acqua. D’altra parte, esse sono ter-
mostabili come molte altre micotossine. In uno studio, materiali colturali liofilizzati conte-
nenti FB1 sono stati sottoposti a ebollizione per 30 minuti e successivamente essiccati in
forno a 60 °C per 24 ore senza perdere la loro tossicità2.

In un altro studio è stata valutata la stabilità termica di queste tossine a un livello di FB1

di 5 μg/g in prodotti trasformati a base di mais16. Nessuna perdita significativa è stata osser-
vata dopo cottura in forno a 204 °C per 30 minuti. Una perdita quasi totale si verificava arro-
stendo campioni di farina di mais a 218 °C per 15 minuti. Una riduzione significativa, ma
parziale, è stata osservata in pane di mais a 232 °C per 20 minuti. Per valutare la stabilità ter-
mica in prodotti in scatola, alcune conserve in scatola sono state addizionate di 5 μg/g e poi
nuovamente inscatolate. In crema di mais per l’infanzia e in alimenti per cani non si sono
verificate variazioni significative, mentre riduzioni marcate – seppure non totali – si sono
osservate nei prodotti a base di purea di mais e a chicchi interi16. Complessivamente, la cot-
tura arrosto è risultata più efficace di quella in forno.

30.8.4  Patogenesi

In animali da esperimento, il fegato rappresenta il bersaglio principale della FB1. In uno stu-
dio condotto su ratti in un periodo di 26 mesi, tutti gli animali che erano morti o erano stati
uccisi dopo 18 mesi mostravano cirrosi micro- e macronodulare e grossi noduli a crescita
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espansiva di colangiofibrosi all’ilo del fegato34. (Nel ratto la colangiofibrosi è considerata
una lesione che precede il colangiocarcinoma.) Su 15 ratti morti o uccisi tra il 18° e il 26°
mese, il 66% aveva sviluppato un carcinoma epatocellulare primario. Si osservava anche un
certo coinvolgimento renale, ma solo verso la fine dello studio. Non è stata notata alcuna
lesione esofagea negli animali testati, né alcuna modificazione neoplastica nei 25 controlli34.
L’attività epatocarcinogena di FB1 nei ratti è stata dimostrata aggiungendo 50.000 ng/g in
razioni alimentari durante un periodo di 26 mesi34. Uno studio precedente aveva dimostrato
che nei ratti la FB1 possiede un’azione favorente lo sviluppo del cancro dovuta alla sua capa-
cità di stimolare l’attività della γ -glutamiltranspeptidasi 2.

In un cavallo è stata riprodotta la leucoencefalomacia (ELEM) mediante iniezione intra-
venosa di sette dosi giornaliere da 0,125 mg/g di peso vivo di FB1 per dieci giorni73. La
ELEM è stata provocata in due cavalli mediante somministrazione orale di FB1 a un livello
di 1,25-4 mg/g di peso corporeo; i sintomi si sono manifestati in circa 25 giorni81. In un
maiale è stato causato edema polmonare mediante iniezioni giornaliere di 0,4 mg FB1/g peso
corporeo per 4 giorni92. In Transkei (Sudafrica), l’incidenza del cancro esofageo nell’uomo
risulta statisticamente correlato con gli elevati livelli di FB1 e FB2 nel mais 90.

30.9  Sambutossina

La sambutossina è stata documentata la prima volta nel 199445. È associata al marciume
secco della patata ed è prodotta principalmente da ceppi di Fusarium sambucinum e F. oxy-
sporum; su 13 specie di Fusarium, il 90% circa dei ceppi appartenenti a queste due specie
produceva la tossina. In Corea, su 21 campioni di patate marce, 9 contenevano 15,8-78,1
ng/g di sambutossina, con una media di 49,2 ng/g46. Utilizzando un mezzo a base di grano,
venivano prodotti livelli di sambutossina di 1,1-101 μg/g. La tossina è stata trovata in pata-
te provenienti da alcune aree dell’Iran con elevata incidenza di cancro all’esofago45.

Nei ratti la sambutossina causa emorragie gastriche e intestinali e determina rifiuto del
cibo e perdita in peso45. I ratti morivano entro 4 giorni quando la loro dieta conteneva lo
0,1% di sambutossina. È tossica per embrioni di pollo, con una LD50 di 29,6 μg/uovo45.

30.10  Zearalenone

Esistono in natura almeno cinque tipi di zearalenone; sono prodotti da Fusarium spp., prin-
cipalmente da F. graminearum (precedentemente chiamato F. roseum, = Gibberella zeae) e
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F. tricinctum. Associati al mais, questi microrganismi invadono le colture in campo nello sta-
dio setoso, in particolare durante i periodi di piogge intense. Se i livelli di umidità rimango-
no abbastanza elevati dopo il raccolto, i funghi crescono e producono la tossina. Oltre al
mais, possono essere colpite altre colture, come grano, avena, orzo e sesamo.

Queste tossine presentano fluorescenza blu-verde alla luce UV a onde lunghe (315-400 nm)
e verde agli UV a onde corte (100-280 nm). Possiedono proprietà estrogeniche: promuovo-
no l’estro in topi e l’iperestrogenismo in suini. Sebbene non risultino mutagene al saggio di
Ames, producono un risposta positiva nel Rec assay su Bacillus subtilis 84.

30.11  Controllo della produzione

Diversi microrganismi, specialmente altri funghi, si sono dimostrati in grado di controllare
la crescita di funghi tossigeni e di inibirne la produzione di tossina36,74. Uno dei primi studi
sulla detossificazione delle aflatossine fu condotto da Ciegler e colleghi21, che dimostrarono
che il batterio Flavobacterium aurantiacum rimuoveva le aflatossine da una soluzione. È
stato dimostrato che lieviti in crescita attiva degradano la patulina11. Tra i lattobacilli, L. aci-
dophilus si è dimostrato un efficiente inibitore della crescita e della produzione di tossina da
parte di A. flavus43. La colonizzazione del mais da parte di Fusarium spp. può essere decisa-
mente inibita da Aspergillus e Penicillium spp. a 25 °C, in dipendenza dell’aw e delle specie
testate56. Le interazioni che determinavano una colonizzazione diminuita da parte di Fusa-
rium, non avevano effetti negativi sulla produzione di fumonisina.

Alcuni tentativi di controllare la crescita di Botrytis cinerea sulle mele includevano test
con Burkholderia cepacia, Erwinia sp., Pichia guillermondii, Cryptococcus sp., Acremonium
breve e Trichoderma pseudokoningii: tutti sono risultati efficaci26. Erwinia sp. si è dimostra-
ta la più attiva, specialmente in condizioni ambientali.
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31.1  Virus

Rispetto ai batteri e ai funghi, per diverse ragioni si sa molto meno circa l’incidenza dei virus
negli alimenti. Innanzi tutto essendo parassiti obbligati, a differenza di batteri e funghi i virus
non crescono su terreni colturali; i metodi comunemente impiegati per la loro coltivazione
consistono in colture tissutali e in tecniche che utilizzano embrioni di pollo. In secondo
luogo, poiché i virus non si replicano negli alimenti, ci si attende che il loro numero sia basso
rispetto ai batteri e per il loro recupero sono necessari metodi di estrazione e concentrazio-
ne. Sebbene sia stata dedicata molta ricerca a tale metodologia, è difficile ottenere da pro-
dotti come carne di manzo tritata un recupero di particelle virali superiore al 50% circa. Inol-
tre, le tecniche virologiche di laboratorio non vengono utilizzate in molti laboratori di micro-
biologia degli alimenti. Infine, non tutti i virus di potenziale interesse per il microbiologo ali-
mentare – per esempio il Norwalk virus – possono essere coltivati con i metodi attualmente
disponibili. Tuttavia, lo sviluppo di metodologie basate sulla RT-PCR (reverse transcription
polymerase chain reaction) ha permesso la determinazione diretta di alcuni virus d’interesse
alimentare in tessuti di ostriche e vongole 5.

L’efficacia della RT-PCR per determinare i virus negli alimenti è stata dimostrata da nume-
rosi ricercatori. Uno studio ha confrontato quattro metodi di concentrazione ed estrazione in
relazione al recupero di astrovirus, virus dell’epatite A e poliovirus da mitili: i metodi con
soluzione di glicina e con tampone borato si sono rivelati i migliori106. Utilizzando la RT-PCR,
diverse combinazioni sono risultate efficaci per la determinazione dei tre virus nei campioni
analizzati. Utilizzando ostriche inoculate con 101 fino a 105 unità formanti placche (ufp) di
poliovirus 1 o di virus dell’epatite A ed effettuando la concentrazione con polietilenglicole, la
procedura combinata di concentrazione e purificazione ha permesso la determinazione del
poliovirus e del virus dell’epatite A e di 105 unità amplificabili con RT-PCR dell’agente di
Norwalk53. In un altro studio, l’ibridazione dot-blot di ampliconi ottenuti mediante RT-PCR
ha consentito di rilevare sole 8 ufp di virus dell’epatite A per grammo di polpa di ostrica32.
L’utilizzo di altri metodi di concentrazione per cappe dure (hard clam, Mercenaria mercenaria)
contaminate artificialmente con livelli di 103 ufp di poliovirus 1 o di virus dell’epatite A, ha
permesso di recuperare dal 7 al 50% del poliovirus 1 e dallo 0,3 all’8% del virus dell’epatite
A34. In polpa di vongole contaminata con Norwalk virus, si potevano raggiungere livelli di
rilevazione di sole 450 unità amplificabili con RT-PCR/50 g di estratto di mollusco34.

Poiché è stato dimostrato che, in condizioni di scarsa igiene, ogni batterio patogeno inte-
stinale può ritrovarsi negli alimenti, lo stesso può essere ipotizzato per i virus intestinali,
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nonostante questi non siano in grado di moltiplicarsi negli alimenti. Cliver e colleghi30 hanno
osservato che, virtualmente, qualsiasi alimento può veicolare virus; inoltre, hanno sottolinea-
to l’importanza della trasmissione oro-fecale, in particolare per l’epatite virale di origine ali-
mentare. Anche i virus – come i batteri non intestinali di origine umana – possono essere
ritrovati negli alimenti; tuttavia, a causa dell’affinità dei virus per i tessuti, gli alimenti ser-
virebbero da veicoli solo per i virus intestinali o per gli enterovirus. Questi agenti possono
essere concentrati da alcuni crostacei fino a 900 volte41. Si ritiene che la gastroenterite vira-
le sia, per frequenza, seconda solo al comune raffreddore.

31.1.1  Incidenza negli alimenti e nell’ambiente

Una comune fonte alimentare di virus responsabili di gastroenterite è rappresentata dai mol-
luschi. Al contrario dei crostacei, i molluschi concentrano i virus poiché si alimentano fil-
trando l’acqua. Aggiungendo il poliovirus 1 alle acque, i granchi blu si contaminavano ma
non concentravano il virus47. Ostriche sgusciate, contaminate artificialmente con 104 ufp di
un poliovirus, trattenevano i virus durante la refrigerazione per 30-90 giorni, con un tasso di
sopravvivenza del 10-13%33. L’assorbimento di enterovirus da ostriche e mitili sarebbe
improbabile quando la concentrazione di virus nella colonna d’acqua è inferiore a 0,01
ufp/mL66. Il metodo di recupero impiegato da questi ultimi ricercatori era in grado di rileva-
re 1,5-2,0 ufp per mollusco.

Sebbene siano indubbiamente validi come indicatori di batteri patogeni intestinali nelle
acque, i coliformi non sembrano adeguati per indicare la presenza di enterovirus, più resi-
stenti a condizioni ambientali avverse rispetto ai patogeni batterici90. In uno studio condotto
su oltre 150 campioni di acque per uso ricreativo, provenienti dalle coste settentrionali del
golfo del Texas, gli enterovirus sono stati isolati nel 43% dei campioni giudicati accettabili
sulla base dell’indice dei coliformi e nel 44% dei campioni giudicati accettabili sulla base
degli standard per i coliformi fecali42. Nello stesso studio, gli enterovirus sono stati trovati
nel 35% dei campioni che soddisfacevano gli standard di accettabilità per la raccolta dei mol-
luschi; gli autori della ricerca hanno pertanto concluso che lo standard dei coliformi per le
acque non riflette la presenza di virus. In uno studio su cappe dure provenienti dal largo della
costa del North Carolina, sono stati trovati virus enterici sia nei molluschi provenienti da
acque considerate sicure (open waters) sia in quelli provenienti da acque vietate all’alleva-
mento commerciale a causa delle conte di coliformi (closed waters)113 Su 13 campioni da 100
g provenienti da allevamenti aperti, 3 sono risultati positivi per i virus, mentre tutti e 13
erano negativi per la presenza di salmonelle, shigelle o yersinie. Su 15 campioni da acque
chiuse, 6 erano positivi per salmonella, mentre tutti erano negativi per shigelle e yersinie113.
Questi ultimi autori non hanno osservato alcuna correlazione tra virus enterici e coliformi
totali o coliformi fecali nelle acque dei molluschi, né tra coliformi totali, coliformi fecali,
“streptococchi fecali” o conte aerobie su piastra (APC) nei molluschi bivalvi. Sebbene virus
enterici possano essere ritrovati in molluschi provenienti da acque aperte, meno dell’1% dei
campioni di molluschi esaminati dalla FDA conteneva virus 67. (Si veda il capitolo 20 per
maggiori dettagli sugli indicatori di sicurezza e sui virus intestinali.)

Per quanto riguarda la capacità di alcuni virus di persistere negli alimenti, è stato dimo-
strato che gli enterovirus persistevano nella carne di manzo tritata fino a 8 giorni a 23 o 24 °C
e che non erano influenzati dallo sviluppo di batteri alteranti48. In uno studio su 14 campio-
ni di ortaggi per la presenza di virus naturalmente presenti, non ne fu trovato alcuno, ma un
coxsackievirus B5 inoculato negli ortaggi era in grado di sopravvivere a 4 °C per 5 giorni62.
In uno studio precedente, gli stessi ricercatori avevano dimostrato che il coxsackievirus B5
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non perdeva la sua attività quando aggiunto a lattuga e conservato a 4 °C in condizioni di
umidità per 16 giorni. Molti virus enterici non riuscivano a sopravvivere sulla superficie di
frutti, e non potevano essere ritrovati virus naturalmente presenti su nove tipi di frutta esa-
minati63. Echovirus 4 e poliovirus 1 sono stati ritrovati in ciascuno dei 17 campioni di ostri-
che crude esaminate da Fugate e colleghi38, e il poliovirus 3 in 1 campione su 24 di ostriche.
Su sette impianti di trasformazione alimentare controllati per la presenza di virus alimenta-
ri, nessun virus fu riscontrato in un impianto per la trasformazione di verdure, né in tre per
la trasformazione di prodotti animali64. Questi ultimi autori esaminarono 60 campioni di ali-
menti in commercio, ma in nessuno di essi trovarono virus. Essi conclusero che nella catena
di distribuzione alimentare statunitense i virus sono molto rari.

31.1.2  Distruzione negli alimenti

La sopravvivenza dei virus della peste suina classica (PSC) e della peste suina africana
(PSA) in carni trasformate è stata studiata da McKercher e colleghi72. Con carne ottenuta da
maiali infettati con questi virus sono stati preparati una semiconserva di prosciutto, salsiccia
piccante e salame stagionati. Il virus non è stato ritrovato nella semiconserva di prosciutto
(era presente nel prosciutto dopo la salatura, ma non dopo il trattamento termico). Nei due
prodotti insaccati il virus della PSA rimaneva vitale anche dopo l’aggiunta degli ingredienti
e degli starter, ma risultava assente dopo 30 giorni; anche il virus PSC sopravviveva all’ag-
giunta degli ingredienti e dello starter ed era ancora vitale dopo 22 giorni.

L’effetto del riscaldamento sulla distruzione del virus dell’afta epizootica è stato valutato
da Blackwell e colleghi 8. In carne di manzo tritata, contaminata con tessuti linfonodali infet-
tati dal virus, e sottoposta a trattamento termico fino a una temperatura interna di 93,3 °C, il
virus veniva distrutto. Nei tessuti linfonodali dei capi di bestiame, trattati a 90 °C, il virus
sopravviveva per 15 minuti ma non per 30. In un altro studio, che ha valutato la distruzione
termica di tre virus diversi in liquame suino, il virus dell’afta epizootica è stato distrutto
entro 3 minuti a 67 °C108. La bollitura si è dimostrata sufficiente per inattivare nei granchi il
99,9% del poliovirus 1; un rotavirus e un echovirus erano distrutti entro 8 minuti47. È stato
osservato che un poliovirus era in grado di sopravvivere in ostriche sottoposte a diversi tipi
di cottura (spezzatino, frittura, al forno e a vapore)33. In hamburger alla griglia, i virus ente-
rici potevano essere ritrovati in 8 su 24 pezzi poco cotti (temperatura interna di 60 °C), se gli
hamburger venivano raffreddati immediatamente a 23 °C; se gli hamburger venivano lascia-
ti raffreddare per 3 minuti a temperatura ambiente prima di essere analizzati, non poteva
essere ritrovato nessun virus 99.

31.1.3  Virus dell’epatite A

Prima degli anni Novanta il numero di epidemie documentate di epatite A riconducibili agli
alimenti era superiore a quello di qualsiasi altra infezione virale. Il virus appartiene, come i
poliovirus, gli echovirus e i coxsackievirus, alla famiglia Picornaviridae, e tutti possiedono
genomi di RNA a singolo filamento (ssRNA, single-stranded RNA). Il periodo d’incubazio-
ne per l’epatite infettiva varia da 15 a 45 giorni; generalmente dopo la malattia si sviluppa
immunità per tutta la vita. La trasmissione avviene attraverso la via oro-fecale; molluschi
crudi o poco cotti provenienti da acque inquinate sono il più comune veicolo alimentare.

Negli Stati Uniti negli anni 1973, 1974 e 1975, si registrarono 5, 6 e 3 epidemie, rispetti-
vamente, con 425, 282 e 173 casi. Le epidemie del 1975 furono ricondotte a insalata, san-
dwich e bomboloni glassati serviti in un ristorante. Le epidemie e i casi registrati negli Stati
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Uniti dal 1983 al 1987 sono presentati nella tabella 31.1. Secondo il CDC, negli Stati Uniti
dal 1983 al 1989 l’incidenza dell’epatite A è aumentata del 58%, passando da 9,2 a 14,5 casi
per 100.000 abitanti25. Il 7,3% dei casi verificatisi nel 1988 erano associati al consumo di ali-
menti o di acqua25. In Georgia, nel 1990, tra 88 alunni e insegnanti di una scuola elementa-
re si sono registrati 15 casi di epatite A. In un istituto per disabili nel Montana, su 641 per-
sone, tra ospiti e personale, 13 hanno contratto l’epatite A. In entrambe le epidemie, l’infe-
zione è stata veicolata da tortini ricoperti di fragole. Le fragole congelate provenivano dallo
stesso impianto di trasformazione in California81.

La più vasta epidemia di epatite A mai registrata negli Stati Uniti si è verificata nel
novembre 2003, con circa 600 vittime e 3 decessi. La causa è stata individuata in cipollotti
verdi importati serviti presso una catena di ristoranti fast-food. Tra il 1992 e il 2001 sono
stati segnalati al CDC circa 230.000 casi di epatite A. Nel 2001, nel Massachusetts, si è veri-
ficata un’epidemia, con oltre 46 casi, associata al consumo di sandwich, che probabilmente
erano stati contaminati da un addetto alla preparazione degli alimenti16.

31.1.4  Norovirus

Quelli che prima erano classificati come Norwalk virus, Norwalk-like virus e SRS virus
(small-round-structured virus) sono ora riuniti nel genere Norovirus della famiglia Calicivir-
ridae. I norovirus si dividono in 5 genogruppi (da I a V); i genogruppi I e II sono tipici del-
l’uomo. I precedenti virus Snow Mountain sono inclusi nel genogruppo II. Tutti questi virus
sono privi di envelope, sono a singolo filamento di RNA e il loro genoma contiene da 7300
a 8300 paia di basi; hanno un diametro di 27-40 nm. I calicivirus includono anche il genere
Sapovirus. Per maggiori informazioni, vedi i riferimenti bibliografici 40, 86 e 96. 

Norwalk virus fu identificato per la prima volta durante un’epidemia, probabilmente causa-
ta da acqua contaminata, che si verificò in una scuola di Norwalk (Ohio) nel 1968. È il noro-
virus che si riscontra più frequentemente negli alimenti; rispetto agli altri virus enterici è più
resistente al cloro. In uno studio su volontari, 3,75 ppm di cloro nell’acqua potabile non inat-
tivavano il virus, mentre il poliovirus di tipo 1 e i rotavirus dell’uomo e della scimmia veni-
vano inattivati. Alcuni Norwalk virus rimanevano infettivi con livelli di cloro residuo di 5-6
ppm. Il virus dell’epatite A è meno resistente del Norwalk virus, ma entrambi sono decisamen-
te più resistenti al cloro dei rotavirus. L’esposizione dei norovirus a 0,37 mg/L di ozono a pH
7 e a 5 °C per 5 minuti in acqua determinava una riduzione di oltre 3 log10 dopo 10 secondi97. 
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Tabella 31.1 Epidemie, casi e decessi associati a gastroenterite
virale di origine alimentare negli Stati Uniti (1983-1987)

Epidemie/Casi/Decessi

Anno Epatite A Norwalk virus Altri virus

1983 10 / 530 / 1 1 / 20 / 0 –
1984 2 / 29 / 0 1 / 137 / 0 1 / 444 / 0
1985 5 / 118 / 0 4 / 179 / 0 1 / 114 / 0
1986 3 / 203 / 0 3 / 463 / 0 –
1987 9 / 187 / 0 1 / 365 / 0 –
Totale 29 /1067 / 1 10 / 1164 / 0 2 / 558 / 0

(Da Bean NH, Griffin PM, Goulding JS, Ivey CB. Journal of Food Protection, 1990;
53: 711-728)



Di 430 epidemie di origine alimentare, registrate negli Stati Uniti nel 1979, il 4% presen-
tava le caratteristiche della gastroenterite di Norwalk57. Si ritiene che questo virus abbia cau-
sato nel Minnesota, nel 1985, più gastroenteriti di origine alimentare di qualsiasi singolo bat-
terio65. Negli Stati Uniti i norovirus rappresentano attualmente la causa principale di gastro-
enterite, con una stima di 23 milioni di casi all’anno17. Le diverse epidemie verificatesi su navi
da crociera nel 2002 hanno coinvolto almeno 1786 vittime; in questo periodo sono state
segnalate 21 epidemie a bordo di navi causate da virus apparentemente provenienti da fonti
ambientali non identificate. Delle 1412 epidemie di malattie intestinali associate ad alimenti,
registrate in Inghilterra e Galles negli anni 1992-1999, 82 (5,8%) sono state causate da noro-
virus (tutti indicati precedentemente come SRSV)96. Nello stesso periodo si sono verificate 60
epidemie ricondotte a prodotti ortofrutticoli , 12 delle quali (20%) causate da norovirus 96.

Nell’autunno 2001, nel Wyoming, l’acqua è stata all’origine di una rara epidemia di
gastroenterite da norovirus, con circa 84 vittime. L’acqua del terreno era stata contaminata
da liquami contenenti calicivirus umani. Gli agenti eziologici sono stati identificati median-
te RT-PCR, che ha dimostrato principalmente la presenza del genogruppo I, sottotipo 3; in
un campione di feci, tuttavia, era presente un ceppo del genogruppo II, sottotipo 6 86.

Una delle prime epidemie documentate causate da norovirus si verificò nel 1976 in Inghil-
terra. Tra il 21 dicembre 1976 e il 10 gennaio 1977, si registrarono 33 focolai e 797 casi,
ricondotti al consumo di molluschi bivalvi (cuore edule) 4. Il periodo d’incubazione era di 24-
30 ore; in 12 campioni di feci su 14 fu dimostrata la presenza di particelle virali piccole e
rotonde, di 25-26 nm di diametro, che risultarono tuttavia assenti nei molluschi incriminati.
Secondo i ricercatori né Norwalk virus né Hawaii virus erano gli agenti eziologici, ma alcu-
ni autori ritengono che questa epidemia sia stata causata da Norwalk virus.

L’epidemia australiana del 1978, che coinvolse almeno 2000 persone, fu ben documenta-
ta e causata dal consumo di ostriche74. Il virus fu trovato nel 39% dei campioni fecali, esa-
minati mediante microscopia elettronica, e furono dimostrate risposte anticorpali nel 75%
dei paired sera test (test sierologici associati). Il periodo d’incubazione variava da 18 a 48
ore, nella maggior parte dei casi tra 34 e 38 ore. La malattia si manifestava con nausea, soli-
tamente accompagnata da vomito, diarrea non ematica e crampi addominali; i sintomi dura-
vano 2-3 giorni. In un’altra epidemia australiana, ricondotta al consumo di ostriche commer-
cializzate in barattoli di vetro, i sintomi si manifestavano entro 24-48 ore36. Le ostriche incri-
minate presentavano un APC di 2,2 × 104/g e una conta di coliformi fecali di 500/100 g.
Negli Stati Uniti le prime epidemie documentate riconducibili al consumo di alimenti sono
quella verificatasi nel New Jersey, nel 1979, nella quale insalata lattuga fu identificata come
alimento responsabile, e quella del 1980 in Florida, ricondotta a ostriche crude; in quest’ul-
tima, l’agente eziologico venne identificato mediante un saggio radioimmunologico.

31.1.5  Rotavirus

Questi virus sono stati dimostrati per la prima volta in Australia nel 1973 e replicati in labo-
ratorio nel 1981. Appartengono alla famiglia Reoviridae; sono privi di envelope e contengo-
no RNA a doppio filamento (dsRNA); hanno un diametro di circa 70 nm. Sono stati identifi-
cati 6 gruppi, tre dei quali infettivi per l’uomo. Il gruppo A si riscontra a livello mondiale con
maggiore frequenza tra neonati e bambini; il gruppo B causa diarrea negli adulti ed è stato
osservato solo in Cina. La trasmissione avviene principalmente attraverso la via oro-fecale.

Si stima che i rotavirus causino un terzo di tutti i ricoveri ospedalieri per diarrea dei bam-
bini al disotto dei 5 anni; la stagione di punta per l’infezione coincide con i mesi invernali.
I più suscettibili sono i bambini di età compresa tra 6 mesi e 2 anni; praticamente tutti i bam-
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bini statunitensi sarebbero infettati entro i 4 anni24. Sebbene la maggior parte delle persone
con più di 4 anni sia immune, in presenza di inoculi elevati o di condizioni di ridotta immu-
nità, nei bambini più grandi e negli adulti si possono osservare forme più lievi24. È nota la
trasmissione di questi virus tra i bambini degli asili nido e attraverso l’acqua. In una comu-
nità di Eagle-Vail, in Colorado, nel 1981 si verificò un’epidemia veicolata dall’acqua, che
colpì il 44% di 128 persone, per la maggior parte adulti. Si ritiene che i rotavirus siano una
causa poco frequente di gastroenterite veicolata da alimenti30. 

Il periodo d’incubazione per la gastroenterite da rotavirus è di 2 giorni. Il vomito persiste
per 3 giorni, accompagnato da diarrea acquosa per 3-8 giorni; spesso sono presenti dolore
addominale e febbre24. È noto che questi virus sono associati a diarrea del viaggiatore e sem-
bra che inducano diarrea attivando il sistema nervoso enterico (SNE); tale ipotesi è stata
dimostrata da uno studio, condotto su topi in vivo e in vitro, che utilizzava quattro farmaci
che inibiscono le funzioni del SNE 70.

Tra gennaio 1989 e novembre 1990, negli Stati Uniti sono stati esaminati 48.035 campio-
ni di feci: 9639 (20%) sono risultati positivi per rotavirus22; la percentuale più elevata di feci
positive è stata registrata a febbraio (36%), la più bassa a ottobre (6%). Tra il 1979 e il 1985,
negli Stati Uniti, ogni anno sono morti in media 500 bambini per malattie diarroiche, il 20%
delle quali era causato da infezioni da rotavirus22.

La proteina recettrice della cellula ospite per i rotavirus funge anche da recettore β-adre-
nergico. Una volta all’interno delle cellule, i rotavirus vengono trasportati ai lisosomi dove
perdono il loro rivestimento.

Le infezioni da rotavirus possono essere diagnosticate mediante microscopia immunoelet-
tronica, RT-PCR, ELISA e agglutinazione al lattice.

31.2  Batteri

31.2.1  Enterobacter sakazakii

Questo batterio – un tempo classificato come un Enterobacter cloacae con pigmentazione
gialla – è stato identificato sin dal 1961 come causa di enterocolite necrotizzante neonatale
(NEC), meningite neonatale e sepsi. L’alimento che funge comunemente da veicolo è il latte
in polvere. Sebbene sia considerato un patogeno opportunista, alcuni ceppi producono un’en-
terotossina e possono risultare letali per topi neonati. Citrobacter freundii (che presenta il
97% di omologia con E. sakazakii) è stato identificato come causa di infezioni neonatali tra-
smesse da alimenti per lattanti105.

In uno studio, 4 ceppi di E. sakazakii su 18 producevano enterotossina; a livelli di 108

ufc/cavia, per via intraperitoneale, tutti i 18 isolati risultavano letali per topi neonati (16-18
giorni), mentre per somministrazione perorale risultavano letali solo due isolati 84. Oltre che
nei topi neonati, una potenziale virulenza viene manifestata in monostrati di cellule CHO,
Vero e surrenaliche Y-1. Il tasso di mortalità infantile varia dal 40 al 60%. In un’epidemia
con 12 casi, che si verificò nel 1998 in Belgio in un’unità di terapia intensiva, morirono 2
bambini e E. sakazakii fu isolato da formulazioni alimentari per l’infanzia non utilizzate e da
confezioni ancora sigillate di un singolo lotto110. In uno studio sui batteri enterici, condotto
su 141 formulazioni di latte in polvere provenienti da 35 Paesi, il 25% dei campioni conte-
neva Pantoea agglomerans, il 21% E. cloacae e il 14% E. sakazakii 75. Da uno studio cana-
dese su 120 alimenti disidratati per l’infanzia, 8 (6,7%) contenevano E. sakazakii 80. La tem-
peratura minima di crescita degli isolati esaminati in quest’ultimo studio variava da 5,5 a

Microbiologia degli alimenti788



8 °C, quella massima tra 41 e 45 °C, con una media di 42,5 °C per 11 ceppi isolati. Nessun
isolato era in grado di crescere a 4 °C 79.

La resistenza termica di E. sakazakii sembra essere più elevata rispetto a quella della mag-
gior parte dei batteri Gram-negativi. In uno studio che ha valutato la resistenza di 10 ceppi (5
isolati da casi umani e 5 da alimenti) in alimenti per l’infanzia disidratati ricostituiti, sono stati
riscontrati un D60 °C medio di 2,5 minuti e un valore di z = 5,82 °C 80. Il valore di D60 °C medio
era 2,15 per i 5 ceppi clinici e 3,06 per i 5 isolati da alimenti. In un altro studio, condotto su
alimenti per l’infanzia reidratati, il D58 °C di 12 ceppi variava da 30,5 a 591,9 secondi (da 0,508
a 9,865 minuti)35. Aggiungendo il ceppo più termoresistente di E. sakazakii (z = 5,6 °C), iso-
lato nello studio precedente, in alimenti per l’infanzia disidratati e reidratati a 70 °C, si otte-
neva una riduzione di oltre 4 unità logaritmiche35. Secondo questi autori, se si considera che
il livello tipico di questo microrganismo negli alimenti per l’infanzia è di 1 ufc/100 g di ali-
mento secco, un trattamento 4-D dovrebbe garantire l’assenza in tali prodotti dopo il raffred-
damento35. Il ceppo termoresistente impiegato era il più resistente dei 12 testati.

Le cellule di E. sakazakii in fase stazionaria sono più resistenti a stress osmotico e da disi-
dratazione rispetto a E. coli e ad alcuni altri batteri; questa maggiore resistenza sembra esse-
re associata all’accumulo di trealosio da parte delle cellule in fase stazionaria10. Questi ulti-
mi ricercatori hanno trovato valori di D58 °C compresi tra 0,27 e 0,50 per 5 ceppi di E. saka-
zakii rispetto a valori di 0,40-0,50 per tre salmonelle.

31.2.2  Intossicazione da istamina (avvelenamento da sgombroidi)

La malattia associata al consumo di pesce azzurro o di prodotti ittici contenenti elevati livel-
li di istamina viene spesso definita avvelenamento da sgombroidi. Tra i pesci azzurri respon-
sabili vi sono, tra gli altri, il tonno, lo sgombro e la palamita. In una ricerca l’intossicazione
da istamina è stata associata a “pesce vela”, non appartenente ai pesci azzurri51. L’istamina
viene prodotta per decarbossilazione batterica dell’istidina, generalmente presente in grandi
quantità nei tessuti di questi pesci. Livelli sufficienti di istamina possono essere prodotti
senza che il pesce diventi organoletticamente inaccetabile; pertanto l’avvelenamento da
sgombroidi può essere contratto da pesce sia fresco sia alterato. La storia di questa sindrome
è stata oggetto di una revisione di Hudson e Brown50, che hanno messo in dubbio il ruolo
eziologico dell’istamina. Tale aspetto è discusso nel seguito.

I batteri più spesso associati con questa sindrome sono Morganella spp., in particolare M.
morganii, i cui ceppi sembrano tutti in grado di produrre istamina a livelli superiori a 5000
ppm. Tra gli altri batteri produttori di istidina decarbossilasi sono compresi Raoultella plan-
ticola e R. ornithinolytica55, e Hafnia alvei, Citrobacter freundii, Clostridium perfringens,
Enterobacter aerogenes, Vibrio alginolyticus e Proteus spp. Un isolato di Morganella mor-
ganii da tonno bianco sottoposto ad abusi termici produceva in tuna fish infusion 5253 ppm
di istamina a 25 °C e 2769 ppm a 15 °C. A 4 °C non si verificavano né sviluppo né produzio-
ne di istamina. P. phosphoreum produce istamina a temperature pari o inferiori a 10 °C.

Il 31% degli isolati batterici da tonnetti alterati a temperatura ambiente produceva da 100
a 400 mg/dL di istamina in brodo83. Potenti produttori di istamina erano M. morganii, Pro-
teus spp. e una Raoultella sp., mentre tra i più deboli erano compresi H. alvei e Proteus spp.
Tonnetti alterati in acqua di mare a 38 °C contenevano, tra gli altri produttori di istidina
decarbossilasi, C. perfringens e V. alginolyticus117. Un ceppo di M. morganii isolato da acciu-
ghe produceva 2377 ± 350 ppm di istamina in un mezzo colturale a 37 °C in 24 ore91. Que-
sto ceppo produceva anche livelli rilevabili di putrescina e cadaverina. Durante un’epidemia
di avvelenamento da sgombroidi associata a sashimi di tonno fu isolato K. pneumoniae, che
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in tuna fish infusion broth produceva 442 mg/dL di istamina102. Questa sindrome è stata asso-
ciata anche ad alimenti diversi dal pesce azzurro, in particolare a formaggi, compreso il for-
maggio svizzero, che in un caso conteneva 187 mg/dL di istamina; i sintomi associati all’epi-
demia si manifestarono da 30 minuti a un’ora dopo l’ingestione103.

Nel periodo 1973-1986 al CDC sono state segnalate 178 epidemie, con 1096 casi e nes-
sun decesso26. Il maggior numero di epidemie è stato registrato nelle Hawaii (51), in Califor-
nia (29) e nello Stato di New York (24). I tre alimenti più frequentemente coinvolti sono stati
mahi mahi (66 epidemie), tonno (42 epidemie) e pesce serra (19 epidemie). Sebbene il pesce
fresco contenga solitamente 1 mg/dL di istamina, talvolta può contenerne fino a 20 mg/dL,
un livello sufficiente per provocare sintomi in alcuni individui. La soglia di pericolo fissata
dalla FDA per il tonno è di 50 mg/dL26. La cottura del pesce tossico non garantisce la sicu-
rezza del prodotto.

Il contenuto di istamina di un tonnetto striato conservato può essere stimato conoscendo
i tempi e le temperature di conservazione. Frank e colleghi37 trovarono che 100 mg/dL si for-
mavano in 46 ore a 70 °F (21 °C), in 23 ore a 90 °F (32,2 °C) e in 17 ore a 100 °F (37,8 °C);
fu costruito un nomogramma per l’intervallo termico 70-100 °F, dal quale risultava l’impor-
tanza delle basse temperature per prevenire o rallentare la produzione di istamina. Per con-
trollare la produzione di istamina, il confezionamento sotto vuoto è meno efficace della con-
servazione a bassa temperatura114. Il mezzo colturale d’elezione per la determinazione dei
batteri produttori di istamina è quello di Niven e colleghi82.

La produzione di istamina è favorita da bassi valori di pH, ma si verifica in misura mag-
giore quando i prodotti sono conservati a temperature superiori a quelle di refrigerazione. La
temperatura più bassa per la produzione di livelli significativi è risultata di 30 °C per H. alvei,
C. freundii e E. coli, e di 15 °C per due ceppi di M. morganii 6.

La sindrome può essere provocata da pesce sia fresco sia trasformato; i sintomi compaio-
no da qualche minuto fino a 3 ore dopo l’ingestione dell’alimento tossico, nella maggior
parte dei casi entro 1 ora. Il quadro clinico è caratterizzato da vampate di calore al viso e al
collo, accompagnate da una sensazione di caldo intenso e da malessere generale, oltre che da
diarrea. Successivamente è comune la comparsa di rash cutanei sul volto e sul collo. Le vam-
pate di calore sono seguite da intensa cefalea pulsante, che poi si attenua trasformandosi in
un dolore più lieve continuo. Altri sintomi comprendono vertigini, prurito, senso di sveni-
mento, bruciore alla bocca e alla gola e difficoltà di deglutizione 50. Il livello minimo di ista-
mina ritenuto necessario per causare i sintomi è di 100 mg/dL. Nei tipi di pesce associati a
questa sindrome, elevate concentrazioni di M. morganii e un livello di istamina superiore a
10 mg/dL sono considerati significativi in relazione alla qualità del prodotto.

In Gran Bretagna, tra il 1976 e il 1979, si sono verificati i primi 50 episodi, 19 dei quali
nel 1979. L’alimento più frequentemente coinvolto è stato sgombro affumicato o in scatola,
mentre palamita, spratti e sardine hanno causato ciascuno un’epidemia. Il sintomo più comu-
ne riportato dai 196 casi era la diarrea43.

Per quanto riguarda l’eziologia, Hudson e Brown50 non erano certi che l’istamina fosse,
di per sé, l’agente responsabile della sindrome. Essi suggerirono una relazione sinergica tra
l’istamina e altri agenti non ancora identificati, come altre ammine o fattori che influenzano
l’assorbimento di istamina. Tale ipotesi si basa sul fatto che elevate dosi orali di istamina o
di pesce contaminato da istamina non sono in grado di produrre i sintomi in volontari. D’al-
tra parte, la rapidità con la quale si manifestano i sintomi è compatibile con una reazione del-
l’istamina, e l’associazione della sindrome con pesce azzurro contenente un’elevata carica di
batteri produttori di istidina-decarbossilasi non può essere ignorata. Sebbene l’esatta eziolo-
gia debba essere ancora chiarita, i batteri svolgono un ruolo significativo, se non essenziale.
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31.2.3  Aeromonas

Questo genere comprende diverse specie, spesso isolate da campioni gastrointestinali, tra le
quali A. caviae, A. eucrenophila, A. schubertii, A. sobria, A. veronii e A. hydrophila. In A.
caviae76 e A. hydrophila è stata identificata un’enterotossina (vedi oltre); le altre specie men-
zionate sono associate a diarrea. Poiché è la specie più studiata, la discussione che segue
verte principalmente su A. hydrophila. Le Aeromonadaceae sono fondamentalmente forme
acquatiche spesso associate a diarrea, ma il loro ruolo preciso nell’eziologia delle sindromi
gastrointestinali non è chiaro.

A. hydrophila è un batterio acquatico presente più nelle acque salate che in quelle dolci.
Si tratta di un patogeno importante per pesci, tartarughe, rane, lumache, alligatori e anche per
l’uomo, specialmente in ospiti debilitati. È un comune componente della microflora batteri-
ca dei maiali. A. hydrophila provoca diarrea, endocardite, meningite, infezioni dei tessuti
molli e batteriemia. È certa la produzione da parte di Aeromonas di diverse molecole con
attività tossica. Da un numero limitato di ceppi è stata isolata un’enterotossina citotonica (50
kDa) simile a quella del colera, con la quale mostra cross-reactivity, e instabile al calore
(viene distrutta a 56 °C per 10 minuti); questa tossina è responsabile della forma diarroica.
Recentemente è stata identificata un’altra tossina con PM più basso (44 kDa), priva di cross-
reactivity con quella colerica, ma più simile alla tossina TL di E. coli. Vi è poi l’enterotossi-
na citotossica, una proteina di 50 kDa, inattivata a 56 °C per 5 minuti e differente dalla tos-
sina colerica; è stata osservata una forte correlazione tra la produzione di questa tossina e
l’attività emolisinica. Infine, un numero molto ristretto di ceppi produce l’enterotossina cito-
litica aerolisina (52 kDa), che agisce come una beta-emolisina. L’enterotossina citotossica ha
mostrato reattività immunologica crociata con la tossina del colera92. Secondo alcuni ricer-
catori116, la tossina è simile all’aerolisina, mentre altri sostengono che si tratti proprio di
aerolisina78: una tossina formante pori o canali, che uccide le cellule formando canali discre-
ti nelle loro membrane plasmatiche12. I canali ionici risultano dalla oligomerizzazione di
molecole di tossina. A una tossina di A. hydrophila, che induceva arrotondamento e steroi-
dogenesi in cellule surrenaliche Y-1, è stata associata attività citotonica. Sono state riportate
risposte positive per una tossina citotonica anche con legatura intestinale di coniglio, topo
neonato e CHO 27.

Numerosi studi sono stati condotti su ceppi di A. hydrophila isolati da diverse fonti. In
uno di questi, 66 isolati su 96 (69%) producevano citotossine; 32 (80%) dei 40 isolati da
pazienti affetti da diarrea erano tossigeni e solo il 41% degli isolati da pazienti non affetti da
diarrea erano positivi per la produzione di citotossina. Per la maggior parte, i ceppi entero-
tossigeni sono VP (test di Voges-Proskauer) ed emolisina positivi e arabinosio negativi13 e
producono risposte positive in topi neonati, cellule surrenaliche Y-1 e legatura dell’ansa ilea-
le di coniglio. In un altro studio, che utilizzava il test del topo neonato per valutare la pro-
duzione di enterotossina, sono risultati positivi il 91% di 147 isolati da pazienti con diarrea
e solo il 70% di 94 isolati ambientali14. Tutti gli isolati clinici, tranne quattro, producevano
emolisi negli eritrociti di coniglio. Su 116 ceppi isolati da Chesapeake Bay, il 71% è risulta-
to tossico al saggio con cellule surrenaliche Y-1 e la tossicità era correlata con le reazioni
lisina decarbossilasi e VP56. In un ulteriore studio, 48 colture su 51 – ottenute da esseri
umani, animali, acqua e scarichi fognari – producevano risposte positive nella legatura di
ileo di coniglio con almeno 103 cellule; tutti gli estratti cell-free erano positivi al saggio della
legatura dell’ansa3.

È stato dimostrato che ceppi isolati da carne e prodotti a base di carne possiedono marker
biochimici generalmente associati a ceppi tossici di altre specie, con una dose letale media-
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na (LD50) per il topo di log 8-9 ufc per la maggior parte dei ceppi testati85. Questi ultimi ricer-
catori hanno suggerito la possibilità che stati di immunosoppressione siano fattori importan-
ti nelle infezioni di origine alimentare causate da questo microrganismo, un’ipotesi che
potrebbe spiegare la difficoltà di considerare questo microrganismo come il solo agente ezio-
logico di gastroenteriti alimentari.

Per quanto riguarda temperatura di crescita e habitat, 7 ceppi su 13 mostravano sviluppo
a 0-5 °C, 4 su 13 a 10 °C e 1 a una temperatura minima di 15 °C 93. Gli psicrotrofi avevano
un optimum di crescita tra 15 e 20 °C. La temperatura massima di crescita per alcuni ceppi
era di 40-45 °C, con un optimum a 35 °C 46. In merito alla distribuzione, il microrganismo è
stato trovato in 135 su 147 habitat di acque lotiche o lentiche46. Quattro degli habitat nei
quali il microrganismo era assente erano laghi ipersalini o fonti geotermali. In alcune acque
la carica arrivava a 9000/mL. Uno studio ecologico su A. hydrophila nella Chesapeake Bay
ha evidenziato cariche variabili da < 0,3/l a 5 ×103/mL nella colonna d’acqua e di circa
4,6 ×102/g nel sedimento56. La presenza di questo microrganismo era correlata con le conte
batteriche totale, aerobia, vitale ed eterotrofa ed era inversamente correlata all’O2 disciolto e
alla salinità, con livelli massimi di sale del 15% circa. Durante l’inverno erano riscontrate
cariche più basse che nei mesi estivi. Per una trattazione approfondita si rimanda ai riferi-
menti bibliografici 2 e 52. Per la presenza di Aeromonas in alcuni alimenti pronti al consu-
mo, si veda il capitolo 9 (tabella 9.3).

31.2.4  Plesiomonas

P. shigelloides si trova nelle acque di superficie e nel suolo ed è stato isolato da pesce, mol-
luschi, altri animali acquatici come pure da animali terrestri da carne. Differisce da A. hydro-
phila per il contenuto di G +C del DNA: 51% contro il 58-62% di A. hydrophila. È stata iso-
lata da molti ricercatori da pazienti affetti da diarrea ed è associata nell’uomo ad altre infe-
zioni sistemiche. Produce un’enterotossina termostabile; i ceppi del sierogruppo O:17 reagi-
scono con gli antisieri contro Shigella gruppo D1. In uno studio su 16 ceppi isolati da indi-
vidui affetti da malattie intestinali P. shigelloides non sempre legava il rosso Congo; i ceppi
erano non invasivi in cellule HEp-2 e non producevano tossina Shiga-like su cellule Vero1.
Sebbene fossero prodotti costantemente bassi livelli di citolisina, il valore medio di LD50 per
topi outbred Swiss era 3,5 ×108 ufc. L’enterotossina termostabile non veniva prodotta da nes-
suno dei 16 ceppi e gli autori dello studio conclusero che questo microrganismo possiede un
basso potenziale patogenico1.

P. shigelloides è stata isolata da Zajc-Satler e colleghi118 dalle feci di sei pazienti affetti da
diarrea; si pensò che fosse l’agente eziologico, sebbene in due casi fossero state isolate anche
salmonelle. Due epidemie di diarrea acuta si verificarono a Osaka, in Giappone, nel 1973 e
nel 1974: l’unico patogeno batterico isolato dalle feci delle vittime era P. shigelloides. L’epi-
demia del 1973 coinvolse 978 persone su 2141 esposte; l’88% delle vittime presentava diar-
rea, l’82% dolore addominale, il 22% febbre e il 13% cefalea107. I sintomi duravano in media
2-3 giorni. Su 124 campioni di feci esaminati, 21 contenevano P. shigelloides O17:H2, che
fu isolata anche da acqua potabile. Nell’epidemia del 1974 furono colpite 24 persone su 35;
i sintomi erano simili a quelli dell’epidemia del 1973. P. shigelloides serovar O24:H5 fu iso-
lata da tre campioni fecali su otto “virtualmente in coltura pura”107. Il microrganismo fu iso-
lato dal 39% di 342 campioni di acqua e di fango e da pesci, molluschi e salamandre.

P. shigelloides è stata isolata dal sangue di una ragazza di 15 anni, che 6 ore dopo l’esordio
di una gastroenterite aveva assunto una compressa di trimetoprim-sulfadiazina87. Gli autori di
questa ricerca osservarono che 10 dei 12 casi noti di batteriemia da P. shigelloides si erano
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verificati in pazienti immunocompromessi o in condizioni analoghe. La ragazza sviluppò un
quadro clinico caratterizzato da febbre a 39 °C e da frequenti scariche di diarrea acquosa
(fino a 10 al giorno). Il ceppo isolato reagiva con l’antisiero per S. dysenteriae sierotipo 7,
collocandosi nel gruppo O 22 di P. shigelloides 83.

La crescita di P. shigelloides è stata osservata a 10 °C 93; il 59% di 59 pesci provenienti da
acque dello Zaire conteneva il microrganismo111. In quest’ultimo studio, il microrganismo fu
isolato con maggiore frequenza da pesci di fiume che da pesci di lago e sembrava che non
producesse enterotossina, poiché solo 4 isolati su 29 producevano una risposta positiva nel-
l’ansa ileale di coniglio95. Non sono stati documentati casi di origine alimentare, ma il
microrganismo è stato incriminato almeno in due epidemie73.

31.2.5  Bacteroides fragilis

Questo batterio Gram-negativo anaerobio obbligato è di potenziale interesse come patogeno
alimentare, in quanto produce un’enterotossina positiva al test della legatura dell’ansa ileale
ed è spesso associato a diarrea nell’uomo, analogamente a A. hydrophila e a P. shigelloides.
L’enterotossina è stata dimostrata per la prima volta nel 1984; ceppi enterotossici di B. fra-
gilis sono stati associati per la prima volta a diarrea umana nel 1987.

Si stima che l’1-2% della microflora intestinale umana sia costituita da B. fragilis. Poiché
non forma pori, è più sensibile dei clostridi agli ambienti aerati; tuttavia è stato isolato da
scarichi fognari urbani. Questa specie differisce dalla maggior parte degli altri Bacteroides
in quanto è catalasi-positiva e come la maggior parte degli altri può crescere in presenza del
20% di bile. L’enterotossina prodotta da B. fragilis è una singola catena con un peso mole-
colare di circa 20 000 Da; differisce dalle classiche enterotossine batteriche in quanto appar-
tiene a una classe di metalloproteasi leganti lo zinco, designate metzincine. L’enterotossina
ha un ampio range di substrati proteici ed è soggetta ad autodigestione. Si ritiene che il danno
intestinale di cui è responsabile sia dovuto, almeno in parte, alla sua azione proteolitica. Pro-
voca una risposta positiva nell’ansa ileale di agnello e di altri animali.

Poiché negli Stati Uniti l’agente eziologico è identificato solo nel 50% circa delle epide-
mie di origine alimentare, è evidente che occorre ricercare anche agenti precedentemente non
considerati. B. fragilis, insieme a Klebsiella pneumoniae 60 e a Enterobacter cloacae61,
dovrebbero essere oggetto di maggiore attenzione. Questi ultimi due microrganismi produ-
cono enterotossine termostabili simili all’enterotossina termostabile (ST) di E. coli e ne è
stato segnalato il ruolo potenzialmente significativo negli alimenti109.

31.2.6  Erysipelothrix rhusiopathiae

Dal punto di vista filogenetico questo batterio è strettamente correlato a Listeria (vedi capi-
tolo 25) e, come L. monocytogenes, causa malattia negli animali e nell’uomo; è responsabi-
le del mal rossino nei suini e dell’erisipeloide nell’uomo. A causa di queste somiglianze,
sembra “logicamente” candidato a essere un patogeno alimentare, sebbene non sarebbero
stati riportati casi di origine alimentare. In generale, l’erisipeloide è una malattia localizzata
alle mani e alle braccia che si osserva negli addetti alla manipolazione di carne e pesce freschi,
ma sono noti anche coinvolgimenti sistemici. Nei maiali la patologia è caratterizzata da lesio-
ni cutanee rosse a placche. Il microrganismo è un anaerobio facoltativo, catalasi negativo (a
differenza delle listerie), ossidasi negativo e generalmente produce H2S. Sono note almeno
23 serovar. La sola altra specie è E. tonsillarum, che è stata distinta da E. rhusiopathiae per
il suo habitat principale (la lingua dei suini) e per alcune differenze tra serovar100.

Capitolo 31  -  Virus e altri pericoli biologici di origine alimentare certi o sospetti 793



Uno dei primi studi sull’incidenza di questo microrganismo negli alimenti è quello di Ter-
nström e Molin104, che nel 1982, in Svezia, intrapresero una ricerca sui patogeni di origine
alimentare nelle carni. Esaminarono 135 campioni rappresentati in parti uguali da pollo,
manzo e maiale: trovarono E. rhusiopathiae nel 36 e nel 13%, rispettivamente, dei campio-
ni di maiale e di pollo, ma non nel manzo. In uno stabilimento, il 54% dei lombi di maiale
erano positivi e molti degli isolati erano virulenti per il topo. In Giappone, su 112 campioni
di maiale in vendita al dettaglio, il 34% conteneva questo batterio e i 38 isolati rappresenta-
vano 14 serovar 98. In uno studio condotto in Giappone su campioni di carne ottenuti da 93
cinghiali selvatici e da 36 cervi, il 44% dei primi e il 50% dei secondi contenevano E. rhu-
siopathiae, con 13 serovar rappresentate54. In uno studio giapponese su 750 polli, Erysipelo-
thrix spp. furono isolate dal 15,7% dei campioni di pelle e dal 59,2% dei 179 campioni di
piume76; 273 dei 297 ceppi isolati appartenevano a E. rhusiopathiae e i restanti a E. tonsil-
larum. In un ulteriore studio giapponese su 153 campioni di pollo, il 30% conteneva Erysi-
pelothrix spp. con 65 dei 67 isolati appartenenti a E. rhusiopathiae77.

31.2.7  Klebsiella pneumoniae

È stato segnalato almeno un caso di infezione da Klebsiella trasmessa attraverso gli alimen-
ti. Una persona ha accusato malessere circa 6 ore dopo aver consumato un hamburger in un
fast food. Questo microrganismo, insieme a E. coli generici, è stato isolato dagli avanzi di
hamburger e dal sangue del paziente: sulla base dei metodi colturali utilizzati i due isolati
corrispondevano 94. Il ceppo di K. pneumoniae era LT+ e ST–. La conta dei coliformi era 3,0
× 106/g negli avanzi di hamburger e 1,9× 105/g nel pane.

31.2.8  Streptococcus iniae

Vi sono stati almeno sei casi umani di infezione causata da questo microrganismo, ricondot-
ti a prodotti ittici. S. iniae fu identificato per la prima volta nel 1972 come causa di una
malattia dei delfini del Rio delle Amazzoni20. Nel 1986, in Israele, fu riconosciuto come
causa di malattia nella tilapia e nella trota; in seguito è stato isolato a Taiwan e negli Stati
Uniti89. Il primo caso umano è stato registrato nel 1991 in Texas, il secondo nel 1994 in Otta-
wa 20. Quattro casi umani, associati al consumo di pesce, si sono verificati in Ontario (Cana-
da) nel biennio 1995-1996; il microrganismo è stato isolato sia dall’alimento coinvolto sia
dai pazienti. Il batterio era stato veicolato da tilapie importate da allevamenti statunitensi.
Nei casi registrati in Ontario, sembra che il microrganismo fosse entrato nel corpo attraver-
so lesioni delle mani. Ha azione beta-emolitica in sangue di pecora. Nell’uomo il microrga-
nismo produce gravi infezioni dei tessuti molli39.

31.3  Malattie da prioni

I prioni sono proteine uniche in quanto possono convertire altre proteine in agenti dannosi
alterandone la struttura. La proteina prionica cellulare normale (PrPc) è presente nella mem-
brana delle cellule encefaliche, dove svolge alcune funzioni vitali ed è quindi degradata da
proteasi. La forma patogena, invece, è alterata e resistente alle proteasi, pertanto si accumu-
la nel tessuto cerebrale dando luogo a malattia (vedi oltre). È stato ipotizzato che, agendo da
stampo, la molecola prionica alterata converta la proteina normale nella forma patogena9.
Quando diventa patogena la proteina normale (forma α, a elica) assume una forma β, a
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foglietto, resistente alla proteasi (PrPsc, PrPres). Le forme patogene tendono ad aggregarsi
in fibrille amiloidi, causando degenerazione delle cellule nervose, responsabile dei segni cli-
nici della malattia. Sebbene fosse stata avanzata l’ipotesi che l’agente potesse essere un
virus 28, vi sono ormai chiare evidenze dell’eziologia da prioni di queste malattie.

Queste particelle sono state identificate intorno al 1982 da Stanley Prusiner, che per questo
lavoro pioneristico è stato insignito nel 1997 del Premio Nobel per la Medicina112. I prioni pro-
vocano la scrapie in pecore, capre e criceti, e il kuru nell’uomo. Un’altra patologia umana cau-
sata da prioni è la malattia di Creutzfeldt-Jacob (CJD). L’encefalopatia spongiforme bovina
(BSE, bovine spongiform encephalopathy) è una malattia da prioni, che colpisce bovini e ovini,
nota come “morbo della mucca pazza”. Tutte queste patologie appartengono al gruppo delle
encefalopatie spongiformi trasmissibili (TSE, transmissible spongiform encephalopathy).

31.3.1  Encefalopatia spongiforme bovina (BSE)

La BSE (“morbo della mucca pazza”) è stata riconosciuta per la prima volta in Gran Breta-
gna nel 1984 e specificamente diagnosticata nei bovini nel 1986. Quattro anni più tardi, i casi
confermati ammontavano a oltre 14.000, su una popolazione di 10 milioni di capi di bestia-
me. Nel 1993 il numero di nuovi casi sfiorò i 1000 alla settimana. A febbraio 1998, tra i capi
di bestiame nel Regno Unito erano stati registrati complessivamente 172.324 casi 9. In otto
nazioni al di fuori del Regno Unito il numero di casi ammontava a 600, con 256 (42,7%) in
Svizzera9. Dal 1996 sono stati abbattuti 4,5 milioni di bovini. Tra il 1986 e novembre 2003,
la BSE è stata diagnosticata in 183.634 capi di bestiame nel Regno Unito e in 4469 in 22 altre
nazioni29. In Giappone il primo caso confermato si è avuto nel settembre 2001 e circa 9 casi
sono stati osservati nel corso del 2003. Il primo caso confermato in Nord America è stato
segnalato il 20 maggio 2003; l’animale era una vacca allevata in Alberta (Canada). Negli
Stati Uniti il primo caso confermato, in una vacca Holstein downer, si è registrato nel dicem-
bre 2003 a Moses Lake (Washington). La vacca aveva sei anni e mezzo e potrebbe quindi
aver consumato mangimi, attualmente vietati, contenenti residui animali. 

Ogni anno negli Stati Uniti vengono macellati circa 35 milioni di bovini da carne di età
inferiore a 24 mesi, in aggiunta a 6 milioni di vacche da latte più anziane. La ricerca delle pro-
teine prioniche viene effettuata utilizzando diversi metodi; tra i quali: un test di immunocolo-
razione, considerato il gold standard (Prionics Check Western); un test di immunodosaggio
dipendente dalla conformazione (Beckman Coulter InPro CDI); un test di immunodosaggio “a
sandwich” (Bio-Rad TeSeE); un metodo di immunodosaggio mediante un polimero chimico
(IDEXX Herdchek) e 5 o 6 altri test post mortem eseguiti sul tessuto del sistema nervoso cen-
trale del bestiame. Molti dei metodi disponibili si basano su tecniche ELISA.

31.3.2  Malattia di Creutzfeldt-Jacob (CJD, vCJD)

Poiché l’uomo è suscettibile ai prioni che causano CJD, la preoccupazione iniziale era che
potesse contrarre la BSE dal bestiame. Nel marzo 1996 una nuova variante della CJD
(nvCJD, vCJD) fu segnalata nel Regno Unito in un piccolo gruppo di persone, tutte molto
più giovani della maggior parte dei soggetti affetti da CJD. Ciò portò a ipotizzare che la
vCDJ fosse stata contratta dal bestiame. Normalmente la CJD si manifesta in individui di
circa 60 anni o più, ma nel Regno Unito la vCJD colpiva persone non ancora ventenni o con
meno di 40 anni. Ciò ha portato a concludere che la vCJD è l’equivalente umano della
BSE115; sulla base di studi condotti utilizzando cavie, gli agenti della BSE e della vCJD sem-
brano essere gli stessi11.
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Tra febbraio 1994 e ottobre 1995, nel Regno Unito 10 persone furono colpite dalla nuova
variante della CJD. La maggior parte aveva meno di 30 anni (negli Stati Uniti la maggior
parte delle vittime della CJD ha più di 55 anni; vedi oltre). Nel periodo tra il 1995 e il 1998
si sono registrati 39 casi di vCJD14. A tutto settembre 2008, nel Regno Unito, i casi accerta-
ti o probabili di vCJD erano 164, di cui 3 ancora in vita. Alla stessa data, nel resto d’Euro-
pa, erano stati registrati 35 casi, con 1 solo sopravvissuto. 

Negli Stati Uniti, nel quinquennio 1991-1995, sono stati registrati 94 decessi per CJD, 9
vittime avevano meno di 55 anni21; nessun caso era simile alla vCJD. Oltre l’85% dei pazien-
ti statunitensi affetti da CJD muore entro un anno dalla comparsa della malattia. Tra il 1991
e il 1995, negli Stati Uniti, la mortalità media annuale per CJD è stata di 1,2 per milione di
abitanti7. Si ritiene che la BSE sia stata acquisita dai bovini attraverso mangimi contenenti
scarti della macellazione (cervello, midollo spinale e simili) di capi bovini infetti: questi
mangimi sono stati messi al bando nel 1989. Utilizzando un test sul topo, non è stato possi-
bile individuare prioni in muscolo di bovino e in latte ottenuti da bestiame infetto. Il perio-
do d’incubazione per la BSE è compreso tra 1 e 15 anni.

Sono stati condotti pochi studi sulla distruzione termica dei prioni responsabili della vCJD;
tuttavia, sono stati riassunti e presentati i dati relativi alla scrapie e alla CJD15. Secondo l’au-
tore di questo studio, il tessuto cerebrale di un bovino affetto da BSE può contenere circa 1011

prioni per grammo. Assumendo che il tessuto nervoso venga tritato insieme al tessuto musco-
lare, in carne di manzo tritata potrebbero essere presenti circa 108 prioni per grammo (1010

prioni in una porzione di 100 g). Per ottenere un prodotto conforme ai requisiti di sterilità
commerciale (10–12) è dunque necessaria una riduzione pari a 22D. Alcuni tempi (in minuti)
necessari per ottenere una riduzione di 22D sono i seguenti: D160 °C = 1,0; D140 °C = 11,0; D120 °C

= 11015. Per assicurare prodotti privi di prioni, è stata sottolineata la necessità di nuove tecno-
logie di processo, o di confezionamento, che consentano procedure ad alta temperatura per
tempi brevi15. Per approfondimenti, si rinvia ai riferimenti bibliografici 9, 31 e 101.

31.3.3  Malattia del dimagrimento cronico

Questa sindrome da prione (CWD, chronic wasting disease) fu identificata per la prima volta,
nel 1967, in un cervo mulo in cattività nel Colorado. È stata diagnosticata in cervi e alci sel-
vatici in Wyoming, Colorado, Nebraska e nella provincia canadese di Saskatchewan. Altrove
è stata osservata in allevamenti di alci. Sembra che si trasmetta attraverso la saliva e le feci;
nelle aree endemiche, si stima che siano infetti il 4-6% dei cervi muli e meno dell’1% delle
alci allo stato brado. Nell’alce i sintomi principali sono dimagrimento e perdita di bava. Nel
dicembre 2003 l’USDA ha avviato un programma di certificazione delle mandrie unitamente
a restrizioni della movimentazione di cervi e alci in cattività. Sono stati sviluppati e impiega-
ti almeno due test per l’esame post mortem dei tessuti del sistema nervoso centrale.

31.4  Fitoplancton tossigeni

31.4.1  Sindrome paralitica da molluschi (PSP)

Questa sindrome viene contratta mangiando molluschi tossici, in particolare cozze, vongole,
ostriche, cappesante e cuori eduli. Questi bivalvi diventano tossici nutrendosi di alcuni dino-
flagellati, tra i quali Gonyaulax catenella è il rappresentante della microflora della costa
pacifica statunitense. Lungo la costa atlantica settentrionale degli Stati Uniti e fino all’Euro-

Microbiologia degli alimenti796



pa settentrionale è presente G. tamarensis, la cui tossina è più velenosa di quella di G. cate-
nella. G. acatenella si trova invece lungo la costa della Columbia Britannica. Masse o fiori-
ture di questi dinoflagellati tossici danno origine alla cosiddetta marea rossa dei mari. Nel
1996 circa 150 trichechi sono morti durante una marea rossa al largo della costa della Flori-
da. Un altro dinoflagellato, Karenia brevis (= Gymnodinium breve), produce brevetossina
(BTX), che può causare disturbi respiratori e intossicazione alimentare nell’uomo45. Questo
organismo ha provocato uccisioni massive di pesce lungo la costa orientale degli Stati Uniti
ed è stato implicato nella morte di tursiopi e trichechi45.

L’agente dell’intossicazione paralitica da molluschi (PSP, paralytic shellfish poison) è la
saxitossina, con la seguente formula di struttura:

Nell’uomo la saxitossina causa collasso cardiovascolare e insufficienza respiratoria; agi-
sce bloccando l’ingresso degli ioni sodio all’interno delle cellule e, quindi, impedendo la
propagazione degli impulsi nervosi; non esistono antidoti noti. È termostabile, idrosolubile
e generalmente non viene distrutta dalla cottura. Può essere distrutta mediante bollitura per
3-4 ore a pH 3,0. È stato riportato un valore di D a 250 °F (121,1 °C) di 71,4 minuti in cappe
molli (soft clam, Mya arenaria)44. I sintomi si manifestano entro 2 ore dall’ingestione di
molluschi tossici; sono caratterizzati da parestesia (formicolio, intorpidimento o bruciore)
che inizia vicino alla bocca, alle labbra e alla lingua e si diffonde successivamente al viso, al
cuoio capelluto e al collo, fino ad arrivare alla punta delle dita delle mani e dei piedi. Il tasso
di mortalità riportato varia dall’1 al 22%.

Tra il 1793 e il 1958 furono registrati circa 792 casi, con 173 (22%) decessi71. Nei 15 anni
compresi tra il 1973 e il 1987 sono state segnalate al CDC 19 epidemie (con una media di 8
casi). Nel 1990 si sono verificati 19 casi in due epidemie in Massachusetts e Alaska. Nella
prima epidemia sono stati colpiti sei pescatori che avevano consumato cozze bollite conte-
nenti 4280 μg di saxitossina per 100 g di molluschi23; le cozze crude contenevano 24.400 μg
di tossina per 100 g. Tra le 13 persone colpite in Alaska vi è stato un decesso; nel contenuto
gastrico della vittima sono stati trovati 370 μg di tossina PSP/100 g, mentre un campione dei
molluschi all’origine dell’epidemia ne conteneva 2650 μg/100 g23. Il livello massimo di sicu-
rezza per la tossina PSP è di 80 μg/100 g23.

Le epidemie di PSP sembrano verificarsi tra maggio e ottobre lungo la costa occidentale
degli Stati Uniti e tra agosto e ottobre lungo la costa orientale. I molluschi possono diventa-
re tossici anche in assenza di maree rosse; possono essere detossificati mediante trasferimen-
to in acque pulite, ma può essere necessario almeno un mese.

31.4.2  Ciguatera

Questa sindrome è causata dall’ingestione di una qualsiasi delle oltre 300 specie (barracu-
da, epinefolo, orata ecc.) che si nutrono di pesci erbivori o corallini che, a loro volta, si ciba-
no di fitoplancton, specialmente di dinoflagellati. Il responsabile è Gambierdiscus toxicus,
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un dinoflagellato che produce ciguatossina. Questa tossina viene concentrata più negli orga-
ni del pesce, come il fegato, che nel tessuto muscolare. I sintomi si manifestano entro 3-6
ore dall’ingestione di pesce tossico (circa lo stesso tempo che si osserva nell’intossicazione
da stafilococco); comprendono nausea e parestesia attorno alla bocca, alla lingua e alla gola.
In generale i sintomi sono piuttosto simili a quelli provocati dall’avvelenamento paralitico
da molluschi. In assenza di una terapia appropriata, si ha paralisi respiratoria. La malattia è
stata associata a salmone da allevamento68. Nel periodo 1983-1992 sono state segnalate al
CDC 129 epidemie, con 508 casi e nessun decesso. Nel 1997, in Texas, un’epidemia causa-
ta dal consumo di carne di barracuda ha coinvolto 17 membri dell’equipaggio di una nave
mercantile18.

31.4.3  Acido domoico

Questo amminoacido poco comune è un antagonista dell’acido glutammico nel sistema ner-
voso centrale. Viene prodotto dalla diatomea Pseudonitzschia pungens (le diatomee sono
alghe unicellulari con pareti silicee); la sua struttura è la seguente: 

L’acido domoico causa avvelenamento amnesico da molluschi (ASP, amnesic shellfish
poisoning); la malattia si manifesta in seguito al consumo di cozze o cappesante raccolte in
acque marine con una fioritura della diatomea responsabile. La prima epidemia registrata di
casi umani, con 107 vittime e tre decessi, si è verificata nel Canada orientale nel 1988, in
seguito al consumo di cozze provenienti da Prince Edward Island 88. Dopo questo episodio,
diatomee produttrici di acido domoico sono state trovate in altre parti del mondo. Un episo-
dio di ASP coinvolse cappesante nel nordovest della Spagna nel 1996 69; la maggiore quan-
tità di acido domoico (dal 52 all’88% del totale) era presente nell’epatopancreas. Durante la
conservazione mediante congelamento, parte dell’acido domoico si trasferisce in altri tessu-
ti delle cappesante. La conservazione in scatola delle cappesante non distrugge il composto
tossico. In Canada il livello massimo consentito di acido domoico in molluschi bivalvi fre-
schi è 20 μg/g di tessuto69.

31.4.4  Pfiesteria piscicida

Nei primi anni Novanta questo dinoflagellato è stato riconosciuto come causa della morte di
migliaia di pesci in affluenti della Chesapeake Bay. È un organismo simile agli animali, che
produce potenti tossine. Una tossina termostabile stordisce i pesci in pochi secondi e gli ani-
mali muoiono nel giro di pochi minuti; un’altra tossina causa il distacco dell’epidermide del
pesce. Dopo l’uccisione del pesce il dinoflagellato si riproduce sessualmente e può incistar-
si. L’esatta identità delle tossine, come pure i loro effetti sull’uomo, non sono chiari. Le per-
sone esposte manifestano perdita di memoria, confusione, bruciore cutaneo acuto e solita-
mente sintomi sistemici, come cefalea, rash cutaneo e crampi muscolari19.
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Gruppi Gram-positivi

GP 1: Gr + Ox + Cat + n GP 2: Gr + Ox + Cat + p

Alicyclobacillus Arthrobacter
Aneurinibacillus Bacillus (alcuni)
Arthrobacter Brachybacterium
Bacillus (alcuni) Brevibacillus
Brachybacterium Brevibacterium (alcuni)
Brevibacillus Corynebacterium
Brochothrix Deinococcus
Corynebacterium (alcuni) Dermacoccus
Dermacoccus Exiguobacterium
Geobacillus Halobacillus
Gracilibacillus Janibacter
Janibacter Kocuria
Macrococcus Luteococcus
Micrococcus Macrococcus
Nesterenkonia Micrococcus
Paenibacillus Nesterenkonia
Propioniflex Salinicoccus
Salibacillus Streptomyces (la maggior parte)
Sporosarcina
Staphylococcus lentus,
S. sciuri, S. vitulus

Appendice

Raggruppamento di generi batterici
Gram-positivi e Gram-negativi 

Il raggruppamento dei generi batterici Gram-positivi e Gram-negativi si basa su quattro
caratteri fenotipici: reazione di Gram (GP = positiva; GN = negativa), ossidasi (+ o –), cata-
lasi (+ o –) e assenza (n) o presenza (p) di pigmentazione delle colonie. Per la maggior parte
dei batteri aerobi di origine alimentare il raggruppamento può essere effettuato entro 24-48
ore dal piastramento superficiale su plate count agar con incubazione a 30 °C. Non sono noti
generi batterici di origine alimentare o ambientale per i seguenti due gruppi: GP 3 (Gr + Ox
+ Cat – n) e GP 4 (Gr + Ox + Cat – p). Tra i Gram-negativi, i generi compresi in GN 3 (Gr
– Ox + Cat – n) e GN 4 (Gr – Ox + Cat – p) sono isolati molto raramente da alimenti.
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Stomatococcus
Streptomyces (alcuni)
Terracoccus

GP 5: Gr + Ox – Cat + n GP 6: Gr + Ox – Cat + p

Anaerobacter Bacillus (alcuni)
Bacillus (la maggio parte) Brachybacterium
Brevibacterium (la maggio parte) Brevibacterium linens
Brachybacterium Caseobacter
Caseobacter Clavibacter
Clavibacter Corynebacterium (alcuni)
Corynebacterium (alcuni) Demetria
Demetria Exiguobacterium
Erysipelothrix Gordona
Geobacillus (alcuni) Janibacter
Janibacter Kineococcus
Jonesia Kocuria
Kocuria Kytococcus
Kurthia Microbacterium
Kytococcus Planococcus
Leucobacter Propionibacterium
Listeria Rathayibacter
Paenibacillus (alcuni) Sanguibacter
Propionibacterium Staphylococcus aureus
Staphylococcus
Terribacter
Terracoccus

GP 7: Gr + Ox – Cat – n GP 8: Gr + Ox – Cat – p

Amphibacillus Clostridium (alcuni)
Bifidobacterium Lactobacillus (alcuni)
Clostridium
Erysipelothrix
Facklamia
Helcococcus
Batteri lattici a

Sporolactobacillus
S. aureus subsp. anaerobius

Gruppi Gram-negativi 

GN 1: Gr – Ox + Cat + n GN 2: Gr – Ox + Cat + p

Achromobacter Acidomonas
Acidovorax Acidovorax
Aeromonas Alteromonas
Agrobacterium Aminobacter
Alcaligenes Azomonas
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Alteromonas Azotobacter
Amaricoccus Brevundimonas
Aminobacter Burkholderia cepacia
Arcobacter Campylobacter (almeno 2 spp.)
Azomonas Chromobacterim
Azotobacter Chryseobacterium
Bergeyella Chryseomonas
Brevundimonas Duganella
Burkholderia Empedobacter
Campylobacter Flavobacterium
Carnimonas Hydrogenophaga
Comamonas Hymenobacter actinosclerus
Delftia Janthinobacterium
Devosia Kingella
Enhydrobacter Methylobacterium
Halomonas Myroides
Meniscus Pandoraea (alcuni)
Moraxella Paracoccus
Ochrobacter Pedobacter
Oligella Persicobacter
Pandoraea Pseudoalteromonas
Paracoccus Pseudoaminobacter
Pedobacter Rhizomonas
Photobacterium Sphingobacterium
Plesiomonas Sphingomonas
Pseudoalteromonas Stenotrophomonas
Pseudomonas Telluria chitinolytica
Psychrobacter Variovorax
Ralstonia Vogesella
Rhizomonas Xanthobacter
Shewanella
Sphingomonas
Stenotrophomonas
Telluria
Vibrio
Xanthobacter

GN 3: Gr – Ox + Cat – n GN 4: Gr – Ox + Cat – p

Campylobacter concisus Cytophaga
Cardiobacterium Hydrogenophaga
Eikenella Persicobacter
Kingella Wolinella
Suttonella

GN 5: Gr – Ox – Cat + n GN 6: Gr – Ox – Cat + p

Acetobacter Acinetobacter radioresistens
Acidomonas Asaia
Acinetobacter Azoarcus
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Asaia Chemohalobacter
Burkholderia cepacia Citrobacter
B. cocovenenans Deinobacter grandis
Campylobacter (alcuni) Erwinia
Enterobacteriaceae b Flavimonas
Gluconobacter Frateuria
Moraxella bovis, M. ovis Pandoraea
Pandoraea Pantoea
Pseudomonas (pochi) Pectobacterium
Raoultella Pedobacter
Saccharobacter Serratia
Stenotrophomonas (alcuni) Xanthomonas
Xanthomonas Xylophilus
Xylella
Zymobacter
Zymomonas

GN 7: Gr – Ox – Cat – n GN 8: Gr – Ox – Cat – p

Acidaminococcus Prevotella nigrescens
Bacteroides
Megasphaera
Pectinatus
Streptobacillus
Veillonella

a Tutti i generi di batteri lattici elencati nel capitolo 7.
b Comprende Enterobacter, Escherichia, Salmonella, Shigella e gli altri batteri enterici.
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Acceleratori di elettroni, 410-411
Aceto, 5, 42, 199, 451, 749
Acetobacter spp., 16, 42, 159, 164, 807

A. aceti, 201
A. xylinum, 199, 200
birra, 194
inibizione con SO2, 332
intervallo di pH, 42
sidro, 196-197, 512
vie metaboliche, 159
vino, 195

Acetobacterium spp., 433
A. bakii, 434

Acetoino, via metabolica, 162
Acetomonas vedi Gluconobacter
Achromobacter spp., 806

A. anaerobium vedi Zymomonas anaerobia
Acidaminococcus spp., 808
Acidi volatili totali (TVA), 126
Acidità titolabile, 174
Acido tolleranza vedi Adattamento a condizioni

acide
Acido/Acidi

A. acetico/acetati, 354-355
A. benzoico/benzoati, 327-330

alimenti a umidità intermedia, 486, 488
effetti sulle spore, 329-330
modalità d’azione, 330

A. bongkrekico, 203
A. caprilico, 328
A. ciclopiazonico, 766
A. deidroacetico, 361
A. dipicolinico, 343
A. domoico, 798
A. etilendiamminotetracetico, 349
A. grassi a media catena, 353-354
A. grassi volatili, 512
A. lattico, 354-355, 512
A. laurico, 349

A. lipofilici, 331
A. nordidroguaiaretico, 349
A. penicillico, 771-772
A. peracetico, 344-346, 347
A. perossiacetico vedi acido peracetico
A. propionico/propionati, 328, 331

modalità d’azione, 331
vie metaboliche, 174

A. sorbico/sorbati, 7, 330-331
alimenti a umidità intermedia, 486-488
combinazione con nitriti, 330
effetto sulla produzione di ocratossina,

770
effetto sulla produzione di patulina, 771
effetto sulle spore botuliniche, 330-331
modalità d’azione, 330-331
sidro, 196

A. tenuazonico, 679
Acidomonas spp., 164, 806-807
Acidovorax spp., 16, 26, 806

A. valerianellae, 138
Acil-omoserina lattone, 566-567
Acinetobacter spp., 16-17, 19-22, 48, 807

A. calcoaceticus, 221
D per irradiazione, 414

A. radioresistens, 425, 807
alimenti per nutrizione enterale, 219
aw minima, 48
carni, 68, 108
carni trasformate, 114-115
fegato, 81-82, 92-93
pollame, 68, 95, 96
prodotti ittici, 117
resistenza alle radiazioni, 482-483
uova, 213

Acqua
attività della, vedi aw

contenuto critico, vedi Disidratazione
libera (definizione), 438
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Acqua in bottiglia, 223-225
aromatizzata alla frutta, 225
coliformi, 224
E. coli, 224-225
microflora, 224

Acqua ossidante elettrolitica, 339-340
Acremonium breve, 777
ACSSUT, profilo, 668
Adattamento a condizioni acide, 570-572 (vedi

anche Fattori sigma)
Adesione-distruzione (Attaching-effacing), 576,

578, 689, 699
C. freundii, 576
E. coli, 576, 699
H. alvei, 576

Aerococcus spp., 159, 639
Aerolisina, 791
Aeromonas spp., 16-20, 22, 433, 791-792, 806

A. caviae, 119, 212, 580, 791
A. eucrenophila, 791
A. hydrophila, 119, 432, 701, 791-792

alimenti pronti al consumo, 212
conservazione sotto CO2, 396
D per irradiazione, 414
intervallo di pH, 45
saggi biologici, 317, 791
temperatura minima di crescita, 434

A. schubertii, 791
A. sobria, 119, 212, 791
A. veronii, 791
alimenti pronti al consumo, 212
analisi AFLP, 286
carni, 68, 108
prodotti ittici, 123-126
saggi biologici, 310
uova, 213

Affumicatura (di prodotti carnei), 4, 76, 109,
114, 116, 185-186, 754

Aflatossine, 83, 763-769
azione di F. aurantiacum, 768
degradazione, 768-769
determinazione ELISA, 273
effetti di SO2, 332
effetti su uomo e animali, 768
latte, 169
letalità (LD50), 767
livelli massimi ammissibili, 766-767
produzione, 764-766
ruolo del virus dell’epatite B, 768
strutture, 764
tossicità, 767-768

AFLP (amplified fragment length polymor-
phism), 286

Agar droplet (metodo), 238
Agar siringa/agar salsiccia (metodo), 244
Agaricus spp., 221

A. bisporus, 627
AgClor, 345, 346
Agrobacterium spp., 806

A. tumefaciens, 139, 578
Agrumi, cancro degli, 138, 139
L-Alanina-p-nitroanilide, 267-269
Alcaligenes spp., 16-20, 22, 178, 433, 806

A. eutrophus, 220, 221
A. faecalis, 42-43
A. viscolactis, 170
carni, 68, 108
carni trasformate, 115
fegato, 68, 92
formaggio cottage, 178
prodotti ittici, 117
uova, 213

Alcol feniletilico, 125
Aldeide cinnamica, 56, 346
Ale vedi Birre e ale
Aleuriospore, 481
Alicyclobacillus spp., 22, 42, 451, 460, 465,

472, 805
A. acidocaldarius, 45

intervallo di pH, 45
A. acidoterrestris, 458
D termico, 459
effetto delle HHP, 499

Alimenti a umidità intermedia, 484-491
alimenti per cani, 487-488, 490
Hennican, 488
pemmican, 488
preparazione, 485-488
transizione vetrosa, 491

Alimenti disidratati vedi Disidratazione
Alimenti per nutrizione enterale, 219-220
Allicina, 56
Allile, isotiocianato vedi Isotiocianato di allile
Alodurico (definizione), 348
Alofili, 48-49, 348

aw minima, 48-49
Alte pressioni idrostatiche vedi HHP (High

hydrostatic pressures)
Alternaria spp., 17, 29, 30, 143

A. alternata, 769
A. citri, 143, 769

aw minima, 48, 482
A. solani, 769
A. tenuis, 143
A. tenuissima, 769
burro, 178
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carni, 68, 108
carni trasformate, 114
frutta, 143

Alternariolo, 769
Alternariolo monometil etere, 769
Alteromonas spp., 16, 18, 20, 22, 27, 433, 806-807

A. colwelliana vedi Shewanella
A. putrefaciens vedi Shewanella

Altertossina-I, 769
Amaricoccus spp., 807
Amebiasi/dissenteria amebica, 734-735
Ames, saggio di, 767, 769, 773, 777
Aminobacter spp., 26, 806-807
Ammonio quaternario, composti, 336, 344-345
Amoebida, 732
Amphibacillus spp., 460, 806
AmpliSensor, 279
Anaerobacter spp., 460, 806

A. polyendosporus, 459
Anaerobi

facoltativi (definizione), 53
putrefattivi, 70, 471-473

PA 3679, 266-267, 331, 464
Anamorfo (definizione), 29
Aneurinibacillus spp., 22, 460, 805
Anidride carbonica (vedi anche Confezionamento

in atmosfera modificata)
effetto sui microrganismi, 60, 383-396
germinazione delle spore, 388
meccanismo d’azione, 388
sensibilità dei microrganismi, 387

Anidride solforosa e solfiti, 328, 332-333, 359
aflatossine, 332, 768
alimenti essiccati, 484
patulina, 771
uve, 359

Anisakiasi, 8, 755-756
prevalenza, 756-757
prevenzione, 757

Anisakinae, 750
Anisakis spp., 750

A. simplex, 499, 755-757
Ansa intestinale/ileale, legatura vedi Saggi bio-

logici
Antagonismo lattico, 363-365, 623 (vedi anche

Competizione microbica)
Antibiotici, 355-359

monensina, 356-357
natamicina, 356, 357-358
strutture, 357
subtilina, 358-359
tetracicline, 358
tilosina, 359

Anticorpi fluorescenti, 260, 271
Antigeni H, K e O (definizione), 270
Antimicrobici secondari, 348-354
Antiossidanti, 349-350
Anton, test di, 314
Antrace (carbonchio), 167, 559
Antracnosi, 31, 143, 145
Aphasmidia, 750
Apicomplexa, 732
Apoptosi, 575, 578
Apparato digerente (umano), 563
Arcobacter spp., 17, 20, 22, 719, 807

A. butzleri, 22, 72-73
D per irradiazione, 414

A. cryaerophilus, 72
A. nitrofigilis, 23
A. skirrowii, 72
carni, 72-73
pollame, 68

Arizona spp., 271
A. hinshawii, 515

Armillaria spp., 359
Aromatizzanti, 350
Arrhenius

equazione di, 59
modello di, 530

Arthrobacter spp., 805
Artrospore, 28, 33
Asaia spp., 16, 164, 225, 807-808

A. siamensis, 45
ASC (acidified sodium chlorite) vedi Clorito di

sodio acidificato
Ascaridida, 750
Ascaris spp., 750
Ascomiceti, 29
Ascomycota, 29
Ascomycotina, 34
Ascorbato/isoascorbato, 107, 330, 333, 335, 336,

338, 423
Ascospore, 502, 503
Aspergillus spp., 17, 30, 32

A. alliaceus, 770
A. bombycis, 763
A. carbonarius, 770
A. clavatus, 770
A. conicus, 48
A. echinulatus, 48, 482
A. fischerianus, 32
A. flavus, 8, 763-766

D per irradiazione, 415
A. glaucus, 30, 48, 200, 482 (vedi anche

Eurotium)
aw minima, 481-482, 490
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A. gracilis, 621
A. mellus, 770
A. nidulans, 30, 772
A. niger, 30, 143, 200, 351, 490, 770

D chimico, 343
D per irradiazione, 415
D termico, 462

A. nominus, 763
A. ochraceoroseus, 763
A. ochraceus, 200, 770-771
A. oryzae, 30, 158, 198, 199, 202

koji, 199
takadiastasi, 158

A. ostianus, 770
A. parasiticus, 351, 763-766
A. pseudotamartii, 763
A. repens, 472
A. restrictus, 30
A. rugulosus, 772
A. sojae, 30, 198, 201
A. terreus, 770
A. versicolor, 200, 763
burro, 178
carni e pollame, 68
carni trasformate, 108, 114
prodotti ittici, 117

Atmosfera controllata vedi Confezionamento in
atmosfera controllata

Atmosfera modificata vedi Confezionamento in
atmosfera modificata

ATP, determinazione, 260, 265
Attaching-effacing vedi Adesione-distruzione
Attività dell’acqua vedi aw

Aureobasidium spp., 29, 69, 117
A. pullulans, 29

Autosterilizzazione, 465
Averantina, 764
Averufanina, 764
Averufina, 764
Avidina, 213
Avvelenamento da sgombroidi vedi Intossica-

zione da istamina
aw (attività dell’acqua), 47-52

alimenti a umidità intermedia, 484-488
alimenti disidratati, 480-482
e contenuto di NaCl, 48-49
maionese, 214
muffe xerofile, 48-49
Raoult, legge di, 485
reazione di Maillard, 483
umidità relativa, 49
Zygosaccharomyces rouxii, 48

Azoarcus spp., 807

Azomonas spp., 16, 806-807
Azoto volatile totale (TVA), 126, 512-513
Azotobacter spp., 807

Bacillus spp., 15, 17-20, 22, 433-434, 452, 460,
639, 805-806

B. amyloliquefaciens, 629
B. anthracis, 499, 630
B. badius, 163
B. betanigrificans, 471
B. carotarum, 629
B. cereus, 8, 51, 166, 170-171, 623, 629

chitosani, 360
D per irradiazione, 413-414
D termico, 453
effetti dei PEF, 503
effetti dei polifosfati, 352-353
gastroenterite, 628-631
inibizione con antiossidanti, 350
pH di crescita, 42
saggi biologici, 310, 311, 317
sito di attacco, 565
tipizzazione fagica, 286

B. circulans vedi Paenibacillus
B. clausii, 171
B. coagulans, 7, 471-472, 623, 629

D chimico, 343
D termico, 462
effetti delle HHP, 499

B. inconstans, 445
B. larvae vedi Paenibacillus
B. lentus, 629
B. licheniformis, 170, 216, 504, 623, 629
B. macerans vedi Paenibacillus
B. megaterium, 360, 453, 629
B. mesentericus vedi B. subtilis
B. mycoides, 629
B. nigrificans, 192
B. pasteurii, 629
B. polymyxa vedi Paenibacillus
B. pseudomycoides, 629
B. psychrodurans, 434
B. psychrotolerans, 434
B. pumilus, 171, 216, 414, 629
B. sporothermodurans, 170

ribotipizzazione, 290
B. stearothermophilus vedi Geobacillus
B. subtilis, 50, 243-244, 347, 358, 504, 569,

629
aw minima, 48
D chimico, 343
effetti delle HHP, 496, 499
fattori sigma, 569
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filamentosità degli impasti di pane, 216
stabilità termica, 467, 471

B. thermoacidurans, 473
B. thermoproteolyticus, 467
B. thuringiensis, 286, 629
B. vulgatus, 215
B. weihenstephanensis, 170, 434, 629
carni, 68, 108
carni trasformate, 115
impasti per pane, 216, 512
latte, 170-171
prodotti ittici, 117

Bacterium-coli commune vedi E. coli
Bacon vedi Pancetta
Bacteroides spp., 16, 808

B. fragilis, 54-55, 527, 793
Bagoong, 189
Banane, marciume del colletto, 142
Barattolo (per conserve) vedi Contenitore in

banda stagnata
Basi volatili totali (TVB), 126, 512-513
Basidiomiceti, 36
Basipetospora spp., 33
Batteri acetici, 164
Batteri lattici, 158-163, 512, 806

malattie causate da, 180
rendimento molare, 163-164
vie metaboliche, 159, 163-164
vini, 196

Batteri sporigeni, 362, 457, 460, 611-631
Batteriocine, 365-369

classificazione di Klaenhammer, 367
Batteriofagi, 370-371

attività contro i patogeni, 370-371
Bacteroides fragilis, 527
Campylobacter spp., 370
controllo dell’alterazione della carne, 370
E. coli, 526-528
fagi lux, 260, 281-283
feci animali, 529
S. aureus, 593-594
salmonelle, 370
sensibilità ai PEF, 503
V. vulnificus, 371

BAX (screening di E. coli), 279
Becquerel (definizione), 406
Belachan, 189
Belehradek, modello di, 530
Benomyl, 359
Benzoati vedi Acido benzoico
Bergeyella spp., 807
Betabacterium spp., 161

B. vermiforme, 199

BHA vedi Butilidrossianisolo
BHT vedi Butilidrossitoluene
BIAcore, 293
Bifidobacterium spp., 15, 524-526, 806

B. adolescentis, 525
B. bifidum, 524

rese molari, 163
B. infantis, 215
B. longum, 171, 525
confronto con E. coli, 525
crescita, 525-526
distribuzione, 525-526
latti fermentati, 525

BIND test, 284
Biocontrollo, 362-371

antagonismo lattico, 363-365
batteriofagi, 370-371
competizione microbica, 60, 362-363

Biofilm, 88, 96, 567-569
effetto dei sanitizzanti, 345
ruolo del quorum sensing, 569

Biogurt, 177
Biosensori, 291-297

a onde evanescenti, 293
cristalli piezoelettrici, 291-293
fibre ottiche, 293-294
risonanza plasmonica superficiale, 293

Biossido di carbonio vedi Anidride carbonica
BioSys, 297
Biotipo (definizione), 578
Biovar (definizione), 578
Birre e ale, 3, 193-195

alterazione, 194-195
birra bouza, 198
birra di kaffir, 198
pastorizzazione, 194
pH, 194
torbidità, 194

Bisolfiti vedi Anidride solforosa
Black spot (macchia nera) delle carni, 30-32, 83,

114
Bladchan, 189
Blanching (scottatura), 133, 135, 409, 432-433,

435, 479-480, 483
Blu di metilene, riduzione, 240
Bombaggio, 114, 473, 504
Bongkrek, 32, 203
Botrytis spp., 17, 29-30, 108, 359, 777

B. allii, 142
B. cinerea, 30, 142-143

aw minima, 48
pH minimo di crescita, 45

effetti della SO2, 332
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Botulismo, 617-628
epidemie/casi, 627
infantile, 580, 628

Brachybacterium spp., 179, 805-806
Bradizoiti, 736, 739
Breath test vedi Test del respiro
Breed, conta di, 236 (vedi anche Conta diretta al

microscopio)
Bremia spp., 142-143
Brenneria spp., 137, 139

B. alni, 137
B. nigrifluens, 137
B. paradisiaca, 137
B. quercina, 137
B. rubrifaciens, 137
B. salicis, 137

Brettanomyces spp., 34, 195
B. intermedius, 34

Brevetossina, 797
Brevibacillus spp., 17-20, 22, 460, 805
Brevibacterium spp., 15, 433, 805-806

B. linens, 806
Brevundimonas spp., 16, 26, 84, 807
Brochothrix spp., 17-20, 23, 433, 805

B. campestris, 23
B. thermosphacta, 23, 91, 110, 111, 114, 368,

390, 418
alterazione delle carni, 92, 110-111, 396-400
pH di crescita sulle carni, 398
sensibilità alle radiazioni, 418
temperatura minima di crescita, 434

carni, 68, 108
carni MAP, 390
confronto con Listeria, 637

4-Bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-glucuronide,
269

5-Bromo-4-cloro-3-indolil-β-D glucopiranoside,
267

5-Bromo-4-cloro-3-indosil-β-D-glucuronide,
267

Brucellosi, 167, 559
Bruciatura da freddo, 437
Brusone del riso, 143
BSE vedi Encefalopatia spongiforme bovina
Burkholderia spp., 16-20, 23, 433, 807

B. cepacia, 224, 566, 777, 807-808
B. cocovenenans, 203, 808

Burro, 174, 175, 177-178, 218
alterazione, 3, 177-178
aromatizzato con aglio, 175
irrancidimento, 178
patogeni, 175

Butilidrossianisolo (BHA), 349-350

terz-Butil-idrossichinone (TBHQ), 349-350
Butilidrossitoluene (BHT), 349-350
Byssochlamys spp., 17, 29, 30

B. fulva, 7, 30, 472, 771
B. nivea, 30, 771

aw minima, 48
D termico, 30
frutta in scatola, 472

indicatore di qualità per frutta in scatola, 512

Cacao (semi), 198, 200
fermentazione, 200-201
irradiazione, 416

Cadaverina, 88, 89, 192
Caenorhabditis elegans, 363
Caffè (semi), 198, 200
Calcio calcinato, 344
Calcio ipoclorito vedi Ipoclorito di calcio
Calicivirus, 786
Caloramator spp., 24, 460
CAMP test, 639
Campi elettrici pulsati, 500-503

effetto della nisina, 502-503
effetto su L. monocytogenes, 501-502

Campilobatteriosi, 8, 719-723
incidenza, 560-561

Campionamento, piani di, 231, 518, 548-549,
550, 553

Campylobacter spp., 17-20, 23, 42, 279, 807-
808

C. cinnaedi vedi Helicobacter
C. coli, 73, 440, 701, 721
C. concisus, 807
C. cryaerophila vedi Arcobacter
C. curvus, 23
C. fenneliae vedi Helicobacter
C. intestinalis, 720
C. jejuni, 9, 701, 719-723

analisi AFLP, 286
carni, 68, 73, 80
carni MAP, 395-396
controllo fagico, 370
D per irradiazione, 414, 418
D termico, 720
dimensione del genoma, 719
distribuzione, 720-721
esigenze per la crescita, 719-720
latte, 168, 721
pollame, 68, 94, 720
prevenzione, 723
quorum sensing, 566
saggi biologici, 310, 317, 721-722
sensibilità al congelamento, 720
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sindrome enterica, 560-561, 722-723
siti di attacco, 565
subsp. doylei, 719
tossine vedi Enterotossine
virulenza, 721-722
vitale ma non coltivabile, 250-251

C. lari, 73
C. nitrofigilis vedi Arcobacter
C. rectus, 23
pollame, 68, 94

Candida spp., 17, 33-34, 332
C. albicans, 350
C. famata, 34
C. guilliermondii, 221
C. holmii, 34, 189
C. intermedia, 220
C. kefyr, 34
C. krusei, 35
C. lipolytica, 35, 84, 220, 221
C. methanosorbosa, 221
C. pseudotropicalis vedi C. kefyr
C. scottii, 48

aw minima, 482
C. stellata, 34
C. tropicalis, 220, 221
C. utilis, 220, 221, 441

aw minima, 48
C. valida, 36

alterazione del vino, 195
C. zeylanoides, 84, 96

aw minima, 48, 482
carni, 68, 108
pollame, 68
prodotti ittici, 117

Carcasse, sanitizzazione, 97-98
Cardiobacterium spp., 807
Carni (vedi anche Fegato, Interiora e frattaglie,

Pollame, Prodotti ittici)
addizionate di proteine di soia, 77-78
alterazione, 82-93, 111-115

diammine, 88-89
fegato, 92-93
ingiallimento, 114
inverdimento, 111-114
meccanismo, 88-92
metodi di rilevazione, 87
prosciutti, 114-115
rigonfiamento, 115
sostanze volatili, 398-400

cariche microbiche rilevate, 67-72, 78-80
composizione, 83-84
DFD (dark firm dry), 91, 113-114, 390, 396, 398

stimolazione elettrica, 80-81

disossate
a caldo, 79-81
meccanicamente, 78-79

fermentate, 185-188
fonti dei microrganismi, 65
in atmosfera modificata (MAP), 388-390
interiora e frattaglie, 81-82
irradiazione, 417
lieviti, 69
microflora, 67-77
muffe, 69
parametri di cottura/raffreddamento, 701
pH, 45
pigmenti, 112
potenziale O/R, 54
rigor mortis, 66
salagione, 107-109
sanitizzazione (carcasse), 97-98
selvaggina, 70
sotto vuoto, 396-400
trasformate, 77, 107-116

bacon/pancetta, 109-111
jerky, 110
mortadella, 109-111
pronte al consumo, 111, 297, 420, 645
prosciutti, 114-116
salumi, 109-111, 116
würstel, 110, 355

Carnimonas spp., 16, 108, 807
C. nigrificans, 114

Carnitina, 50
Carnobacterium spp., 17-20, 23, 158, 160

C. divergens, 160, 398
C. gallinarum, 160
C. mobile, 160, 398
C. piscicola, 126, 160, 368, 398
C. viridans, 114, 160
carni fresche, 68
carni MAP, 398
filogenesi, 639

Carvacrolo, 56, 352
Carvone, 349, 350
Caseobacter spp., 68, 806
CDC (Centers for Disease Control and Preven-

tion), 560-561
Cedecea spp., 433
Cellule (vedi anche Colture cellulari)

CHO, 317-319
danneggiate vedi Danno metabolico
protozoarie (contenuto di ATP), 265
vitali ma non coltivabili, 250-251, 281, 568-569

Cellulomonas spp., 220, 221
C. flavigena, 192
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Cephalosporium spp., 32, 202
Ceratocystis spp., 142

C. fimbriata, 143
C. paradoxa, 143

Cercarie, 744-745
Cereali, 216, 484, 550, 630, 767
Cereolisina, 629
Cereulide, 311, 630
Cestoidea, 743
Cetilpiridinio, cloruro di, 344
Cetrioli fermentati, 192-193
Ceviche, 756-757
Chemohalobacter spp., 808
Chinacrina, 733
Chitosani, 360
Chlorella pyrenoidosa, 220
Chromobacterium spp., 16, 433
Chryseobacterium spp., 24, 122, 177, 433, 807

C. joostei, 177
burro, 177

Chryseomonas spp., 807
Chryseosporium spp., 33
Ciclosporiasi, 742-743
Ciguatera, 797-798
Ciguatossina, 798
Cisticercosi, 748-749
Citochine, 574-575, 600, 657
Citometria a flusso, 260, 296-297
Citrinina, 769
Citrobacter spp., 20, 23, 433, 515, 808

C. freundii, 23, 71, 576, 788-789
carni e pollame, 68, 71
tossine vedi Enterotossine

Cladosporium spp., 30-31, 621
C. cladosporioides, 31
C. herbarum, 31, 143
carni, 68, 83, 108
sottaceti, 192
uova, 213

Clavibacter spp., 24, 806
C. michiganensis

subsp. michiganensis, 138
subsp. nebraskensis, 138
subsp. sepedonicus, 138

Claviceps purpurea, 4
Clonorchiasi, 745-746
Clonorchis spp., 560, 565, 743

C. sinensis, 745-746
Clorexidina, 97
Clorito di sodio, 344-345

acidificato (ASC), 339, 345, 
Clortetraciclina, 358
Cloruro di cetilpiridinio vedi Cetilpiridinio

Cloruro di sodio, 347-348
Clostridium spp., 15, 17-20, 23, 51, 108, 433,

460, 512, 806
C. acetobutylicum, 46
C. algidicarnis, 400
C. argentinense, 618
C. baratti, 618
C. bifermentans, 414, 471
C. botulinum, 8, 166, 351 (vedi anche Botuli-

smo)
alimenti MAP, 392-394, 624
alimenti sotto vuoto, 623-625
aw minima, 48-49, 620, 622
carni, 68, 70-71
crescita, 619
D chimico, 343
D per irradiazione, 412-414, 622
D termico, 462, 622-623
danno da radiazioni, 248
determinazione della tossina mediante

ELISA, 261, 274
determinazione mediante PCR, 261
determinazione radiometrica, 266
distruzione mediante irradiazione, 416
ecologia, 618-619, 622-623
effetti del nitrito, 334-339
gel diffusione, 275
germogli di semi, 149-150
gruppi, 618
inibizione da propilparaben, 329
letalità del topo, 309-310
neurotossine, 618-619, 625-626
ortaggi, 134
ostacoli alla germinazione e alla crescita,

363, 371, 392-394
pH di crescita, 42, 620-622
prodotti di quarta gamma, 147, 149
prodotti ittici, 122
prodotti ittici sotto vuoto, 396
resistenza alle radiazioni, 407
ribotipi, 290
saggi biologici, 310
salame di fegato, 110
spore nelle carni, 70-71, 624
substrati fluorogenici, 267
suolo, acque, 618, 619

C. butyricum, 334, 366, 471, 622
D per irradiazione, 414
gonfiore tardivo dei formaggi, 179
tossina botulinica, 618

C. difficile, 628
C. estertheticum, 400
C. fallax, 369
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C. frigicarnis, 114
C. gasigenes, 114
C. histolyticum, 467
C. lactatifermentans, 679
C. laramie, 400
C. nigrificans, 114, 192, 464, 468, 471
C. pasteurianum, 179, 471
C. perfringens, 8, 23, 45, 70-71, 78, 80, 209,

337, 564, 611-617, 623, 789
alimenti disidratati, 219, 482
aw minima, 51, 612
carni, 67, 70-71, 80, 94
carni disossate meccanicamente, 78
carni MAP, 395-396
D per irradiazione, 408, 414
D termico, 613
danno termico, 248
diffusione, 612
effetti del diacetato, 355
effetti del nitrito, 334
effetti di Eh, 54-55, 612
endolisine, 369
enterotossine vedi Enterotossine
esigenze per la crescita, 612-613
forme L, 614
gastroenterite, 611, 614-616
gel diffusione, 275
insalate, 210-211
interiora e frattaglie, 82
letalità del topo, 309-310
perfringolisina, 611
pH di crescita, 42, 612
pollame, 94-95
prodotti di gastronomia, 210
prodotti ittici, 118
saggi biologici, 309-310, 314, 315, 317,

320
sito di attacco, 565
skin test, 314
sonde di DNA, 277
spezie, 211
sporulazione, 614-615
tipi di tossine, 611
tipizzazione con batteriocine, 614

C. sordellii, 414
C. sporogenes, 166, 217, 623

alterazione dei formaggi, 179
D per irradiazione, 414-415
D per l’ossido di etilene, 343
nitriti, 334, 337
sopravvivenza sulle superfici, 244

C. thermosaccharolyticum vedi Thermoanae-
robacterium

C. tyrobutyricum, 166, 334, 353
formaggi, 179-180

C. welchii vedi C. perfringens
Clostridium-Lactobacillus-Bacillus (ramo), 15,

637
Coagulina, 364
Codex Alimentarius Commission

irradiazione degli alimenti, 420
limiti per micotossine, 766

Coefficiente termico (Q10), 431
Coelomycetes, 29
Cold shock protein, 444-445
Coleglobina, 112
Colera, pandemie, 711
Colifagi, 526-528

e virus enterici, 527
feci animali, 529
utilità per le acque, 526-528

Coliformi, 514-515
acqua in bottiglia, 224
alimenti disidratati, 219
carne macinata, 69-70, 71, 77
carni, 70-72, 76, 78
confronto con colifagi, 526
confronto con enterococchi, 525
crescita, 516-517
criteri per alimenti, 517-518
determinazione con Petrifilm, 238
determinazione cromogenica, 267-269
determinazione ONPG, 268-269
determinazione per impedenza, 260, 294-295
determinazione radiometrica, 260, 267
fecali, 70, 134-135, 364, 516, 528-529
feci animali/umane, 529
formaggi, 176, 178
frutta, 152
generi, 514-516
impasti per biscotti, 212
inibizione lattica, 364
interiora e frattaglie, 81-82
latte, 166, 170, 176
limitazioni per l’impiego come indicatori,

519
microcolony-DEFT, 236
ortaggi, 134-135
pasticci di carne surgelati, 217
pH minimo di crescita, 516
pollame, 70, 94
possibile sovrautilizzo, 528-530
prodotti di gastronomia, 209-212
prodotti di quarta gamma, 134, 528
prodotti ittici, 118-122
prodotti pronti al consumo, 147
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tortini di tonno, 210
virus, 784
yogurt, 176

Colilert, sistema, 269
ColiQuik, sistema, 269
Colite emorragica, 9, 575, 689, 697

stima dei casi statunitensi, 560-561, 698
Colletotrichum spp., 17, 29-31, 142

C. coccodes, 143
C. gloesporoides, 31
C. lagenarium, 143
C. lindemuthianum, 143

Colorante, metodi di riduzione,
blu di metilene, 233, 240
resazurina, 240

Colpo di fuoco batterico, 138, 146
Colture cellulari, 316-321

cellule Caco-2, 317, 713, 722
cellule di mucosa umana, 316-318
cellule di rene di felino, 341
cellule intestinali di porcellino d’India, 318-

319
cellule intestinali fetali umane, 318
cellule ovariche di criceto cinese (CHO), 317,

319, 714, 718, 721, 788
cellule surrenali Y-1, 320, 718, 788, 791
cellule Vero, 320, 689, 721, 788, 792
HCT-8, 715
HeLa, 319, 689, 713, 715, 717, 718, 721, 722
Henle, 713, 715
HEp-2, 687, 713, 792
immunofluorescenza, 320-321
Int407, 571, 689, 721

Colture protettive, 364-365
Colture starter, 174-175
Comamonas spp., 16, 26, 84, 807
Competizione microbica, 362-365

antagonismo lattico, 363-365
S. aureus, 367

Conalbumina, 56
Concentrazione minima inibente vedi MIC
Condimenti per insalata, 215-216
Confezionamento

asettico, 343, 503-504
in atmosfera controllata, 386
in atmosfera modificata (MAP), 6, 60, 383-

396
alterazione, 396-400
caratteristiche delle pellicole, 385
carni, 388-390
composti volatili, 398
effetti di CO2 e O2, 385-387
in equilibrio, 385

L. monocytogenes, 658
patogeni, 392-396
pollame, 390
prodotti di quarta gamma, 417
prodotti ittici, 390-392

Congelamento/alimenti congelati, 432-439
congelamento lento, 435, 480
congelamento rapido, 435, 480
conservabilità, 436-437
effetto sui microrganismi, 437-439
preparazione degli alimenti, 432-435
punto di congelamento, 436
ricongelamento, 440
scongelamento, 435, 439-440
sopravvivenza di Salmonella, 438
temperatura di conservazione, 432

Conglutinina, 56
Conidi (definizione), 29
Conservanti chimici

acido acetico/acetati, 354-355
acido benzoico/benzoati, 327-330
acido deidroacetico, 361
acido lattico, 354-355
acido sorbico/sorbati, 330-331
acqua ossidante elettrolitica, 339-340
agenti antifungini, 359
anidride solforosa/solfiti, 332-333
antibiotici, 355-359
antiossidanti, 349-350
aromatizzanti, 350
batteriocine, 365-369
chitosani, 360
clorito di sodio acidificato, 339
cloro, 344-347
cloruro di sodio, 347-348
diacetato, 354-355
dietilpirocarbonato, 361
dimetildicarbonato, 361
endolisine, 369
etanolo, 361-362
lattoferrina attivata, 341
nitrati/nitriti, 333-339
ossidi di etilene e di propilene, 360
ozono, 341-342
parabeni, 327-330
perossido d’idrogeno, 342-344
poliamminoacidi, 362
propionati, 331
sistema lattoperossidasi, 56-57
spezie e oli essenziali, 351-352
zuccheri, 347-348

Conservazione in atmosfera modificata vedi Con-
fezionamento in atmosfera modificata
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Conservazione ipobarica, 383-384
Conserve alimentari, 4-5

additivi chimici, 366
alterazione, 471-474
classificazione in base all’acidità, 471-472
limiti per le spore, 551

Conta aerobia in piastra vedi Conta in piastra
standard

Conta diretta al microscopio
delle cellule (DMC), 241-242
delle colonie, 237
su filtro con microscopio in epifluorescenza

(DEFT), 235-236
Conta in piastra standard, 232-235
Contenitori in banda stagnata, aspetto e cambia-

menti, 472-473
Corineformi (definizione), 23
Corynebacterium spp., 15, 17-18, 20, 24, 433,

805-806
C. diphtheriae, 24
C. flaccumfaciens vedi Curtobacter
“C. manihot”, 198
carni, 68, 118
carni traformate, 114-115
nutrizione enterale, 219
pollame, 68
prodotti ittici, 117

Costante molare di resa, 163-164
Cottage, formaggio, 176, 178, 553
Cottura/raffreddamento, parametri, 542
Coxiella burnetti, 166, 451
Crauti, 190-191, 198
Crescita microbica

parametri estrinseci, 57-60
anidride carbonica, 60
competizione microbica, 60
ozono, 60
temperatura di conservazione, 58-59
teoria degli ostacoli, 371
umidità relativa, 59

parametri intrinseci, 41-57
aw, 48-52
costituenti antimicrobici, 56-57
Eh, 52-55
nutrienti, 55-56
pH, 41-47
sistema lattoperossidasi, 56-57
struttura biologica, 57

velocità (equazione), 59
Criptosporidiosi, 739-742

casi di malattia negli Stati Uniti, 741
Cristalli piezoelettrici (biosensori acustici), 291-

293

Criteri microbiologici, 547-554
latte, 552-553
piani di campionamento, 548-549, 550
sporigeni, 551

Crohn vedi Morbo di Crohn
Cromogenici, substrati, 267-269
Crostacei vedi Prodotti ittici
Crowle test (test del vetrino), 269
Cryptococcaceae, 34
Cryptococcus spp., 34, 69, 117
Cryptosporiopsis malicorticis, 143
Cryptosporidiidae, 732
Cryptosporidium spp., 561, 732

C. parvum, 17, 739-742
effetti degli UV, 742
ricerca mediante RT-PCR, 279
siti di attacco, 565

cloro/ozono, resistenza, 740
saggi biologici, 317

Curie (definizione), 406
Curli (fimbrie), 689
Curtobacterium spp., 24

C. flaccumfaciens, 138
CWD (chronic waste disease) vedi Malattia del

dimagrimento cronico
Cyclophyllidea, 743
Cyclops (copepode), 746
Cyclospora spp., 560, 732

C. cayetanensis, 17, 21, 153, 580, 742
sito di attacco, 565

Cysticercus cellulosae, 749
Cytophaga spp., 807

12 D (criterio), 465
applicazione alla radappertizzazione, 412-

413
D (termico), 6, 461-462

Alicyclobacillus, 459
anaerobio putrefattivo PA 3679, 464
Aspergillus niger, 462
Bacillus cereus, 453
Bacillus coagulans, 462
Bacillus licheniformis, 462
Campylobacter jejuni, 720
Clostridium botulinum, 461, 464-465
Clostridium nigrificans, 464
Clostridium perfringens, 613
Clostridium sporogenes, 464
Coxiella burnetti, 462
Geobacillus stearothermophilus, 464
influenza del sistema lattoperossidasi, 57
Listeria innocua, 462
Listeria monocytogenes, 57, 454
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Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis,
462

Mycobacterium tuberculosis, 462
Neosartorya fischeri, 459
Pectinatus spp., 463

cerevisiiphilus, 463
frisingensis, 463

Penicillium citrinum, 462
Penicillium roqueforti, 462
Rhodotorula mucilaginosus, 462
Salmonella spp., 462

S. Senftenberg, 456, 461
saxitossina, 797
spore responsabili di flat sour, 464-465
Staphylococcus aureus, 57, 597
Talaromyces flavus, 459
Thermoanaerobacterium thermosaccharo-

lyticum, 464
Torulaspora delbrueckii, 462
Vibrio parahaemolyticus, 708
Xeromyces bisporus, 33
Yersinia enterocolitica, 716

Dadhi, 177
Danno metabolico, 245-249

recupero/riparazione, 247-249
Debaryomyces spp., 34-35, 68, 108

D. hansenii, 35, 51, 96
D. kloeckeri, 221
D. subglobosus vedi D. hansenii
alimenti disidratati, 219
prodotti ittici, 117

DEFT (direct epifluorescent filter method), 235-
236

per la conta di microcolonie, 236
Deinobacter spp., 424

D. geothermalis, 424
D. grandis, 424, 808

Deinococcus spp., 433, 805
D. proteolyticus, 424
D. radiodurans, 424-425

ossido di etilene (valore D), 343
radioresistenza, 418, 423-425

D. radiophilus, 424-425
D. radiopugnans, 424

Dekkera spp., 34
D. bruxellensis, 34, 190

Delftia spp., 16, 26, 807
Demetria spp., 806
Dermacoccus spp., 25, 805
Desulfotomaculum spp., 460

D. nigrificans, 468
Desulfovibrio

D. desulfuricans, 468

D. vulgaris, 468
Deuteromycota, 29
Deuteromycotina, 34
Devosia spp., 16, 26, 84, 807
DFD, (alterazione delle carni), 91, 113-114, 390,

396, 398
Diacetato di sodio, 328, 354
Diacetile, 174, 349-350, 388, 512
Diammine, 126, 192
Diaptomus (copepode), 746
Diarrea (definizione), 578
Diarrea del viaggiatore, 701, 713
Dietilpirocarbonato, 329, 361
Difenile, 359
Difillobotriasi, 8, 746-748
Digenea, 743
Dimetildicarbonato, 361
2,4-Dinitrofenil-lisina, 269
Dinitrosil ferroemocromo, 333
Diossido di cloro, 97, 344-346, 740
Diphyllobothriidae, 743
Diphyllobothrium spp., 743

D. latum, 746-747
D. pacificum, 756

Diplodia spp., 32
D. natalensis, 143

Diplomonadida, 731
Dipodascus geotrichum, 31
Disidratazione (degli alimenti), 219, 479-492

alimenti a umidità intermedia, 484-491
aw, 47-52
contenuto critico di acqua, 482
effetto sui microrganismi, 481-483
preparazione, 479-481
stabilità durante la conservazione, 483-484
transizione vetrosa, 491

Disossatura meccanica
del pesce vedi Prodotti ittici, pesce disossato

meccanicamente
delle carni vedi Carni, disossate meccanica-

mente
Dissenteria (definizione) 578
Distillati, 197-200

whiskey e scotch whisky, 197
DNA

amplificazione vedi PCR
analisi, 15-16
ibridazione, 276-277
sonde vedi Sonde di acidi nucleici

DNAsi vedi Nucleasi termostabile
Dolci e dolciumi, alterazione, 216-218
Drosophila melanogaster, 142
Duganella spp., 807
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EaggEC vedi Escherichia coli, ceppi enteroag-
greganti

EAST1 (enterotossina) 688
E-caderina, 573, 650, 657
Echinostomata, 743
Edwardsiella tarda, 516
EFDV, sindrome, vedi Sindrome EFDV
Eh, 52-55

correlazione con il pH, 54
EHEC (Escherichia coli, ceppi enteroemorragici),

580-581, 689-698
adattamento all’acidità, 571
analisi PFGE, 289
calcio calcinato, 344
casi di malattia statunitensi, 561
cloro, 344
D per irradiazione, 414, 416
D termico, 692
determinazione mediante PCR, 279
dimetildicarbonato, 361
effetti dei PEF, 500-503
effetti dell’acido acetico, 354
effetti delle HHP, 497, 499
ozono, 341-342
perossido di idrogeno, 344
pH di crescita, 691
presenza in feci bovine, 694
resistenza al calore, 571-572
resistenza all’acidità, 576
ribotipizzazione, 290
tossine Stx, 689-691
vitali ma non coltivabili, 251

EIEC vedi Escherichia coli, ceppi enteroinvasivi
Eikenella spp., 807
Elettroimmunodiffusione, 260
Elettroni accelerati (fasci di), 410-411
ELISA, metodi, 261, 273-275, 745

enterotossine di E. coli, 274-275
enterotossine di S. aureus, 274
muffe/micotossine, 274
Salmonella-Tek, 274
salmonelle, 274
“sandwich/doppio sandwich”, 273
tossine botuliniche, 274

Emericella spp., 29
E. nidulans, 30
E. venezuelensis, 763

Emoagglutinazione, 260
inibizione della (HI), 260, 275-276
inversa passiva (RPHA), 260, 275-276

Emolisina BL, 629
Emolisina diretta termostabile (TDH), 577, 579,

709-710

D termico, 709
emolisina correlata, 715
saggi biologici, 710

Empedobacter spp., 24, 122, 807
Encefalopatia spongiforme bovina (BSE), 9,

795-796
Encefalopatie spongiformi trasmissibili (TSE),

795
Endolisine, 369
Endomycopsis fibuliges, 199
Enhydrobacter spp., 807
Entamoeba spp., 732

E. coli, 734
E. histolytica, 17, 21, 565, 701, 732-734

Entamoebidae, 732
Enterite necrotizzante, 611, 614
Enterobacter spp., 17-20, 24

E. aerogenes, 46, 789
aw minima, 48-49

E. agglomerans vedi Pantoea
E. cloacae, 71, 414, 701, 788

D per irradiazione, 414
enterotossina, 580, 591

E. hafniae, 71
E. sakazakii, 24, 788-789

D termico, 789
effetto dei chitosani, 360

carni, 68, 71, 108
fegato, 93
olive, 192
pesce, 117
pollame, 68
uova, 213

Enterobacteriaceae, 16, 94-95, 808
Enterococchi (come indicatori), 519-524

classificazione, 521-522
confronto con i coliformi, 523-524
distribuzione, 522-523
qualità degli alimenti, 525
sopravvivenza al congelamento, 524

Enterococcus spp., 17, 24, 158, 160-161, 433-
434

E. asini, 520
E. avium, 520-522
E. casseliflavus, 114, 520-522
E. cecorum, 520-522
E. columbae, 520-522
E. dispar, 520-522
E. durans, 520-522
E. faecalis, 58, 113, 180, 191, 233, 336, 519-

523
carni, 69-70, 94-95, 114-115
diacetile, 350
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effetti delle HHP, 500
rese molari, 163
sensibilità alle radiazioni, 418
tempo di riduzione decimale, 455

E. faecium, 69, 95, 113, 180, 203
E. fallax, 520
E. flavescens, 520-521
E. gallinarum, 520-523
E. hirae, 70, 520-523
E. malodoratus, 520-521
E. mundtii, 114, 520-523
E. pseudoavium, 520-521
E. raffinosus, 520
E. saccharolyticus, 520-522
E. seriolicida, 520
E. solitarius, 520
E. sulfureus, 520-521
carni, 68, 70, 108
carni trasformate, 111, 113, 114 
confronto con i coliformi, 525
conservazione mediante congelamento, 524
filogenesi, 639
latte, 167
pollame, 68
prodotti ittici, 117
resistenza alla vancomicina, 180

Enterotossine
Aeromonas caviae, 580, 791
Aeromonas hydrophila, 580

saggi biologici, 310, 317
Bacillus cereus, 310, 573, 628-631
Bacteroides fragilis, 580, 793
Campylobacter jejuni, 719

saggi biologici, 310, 317, 719
Citrobacter freundii, 580, 713
Clostridium perfringens, 573, 614-615

determinazione mediante ELISA, 261
elettroimmunodiffusione, 260
gel diffusione, 275
modalità d’azione, 615
saggi biologici, 309, 310, 314, 315, 317,

320
Entamoeba histolytica, 734
Enterobacter cloacae, 580
Enterobacter sakazakii, 788-789
Escherichia coli

agglutinazione al lattice, 260
determinazione mediante ELISA, 274-275
determinazione mediante PCR, 261
EAST1, 688
emolisi immuno-passiva, 260
LT/ST, 699-700
saggi biologici, 310, 312-320

saggio radioimmunologico, 260
Stx1/Stx2, 76, 261, 275, 572, 576, 579,

689-691, 693-696
Klebsiella pneumoniae, 580
Plesiomonas shigelloides, 580
Salmonella spp., 575
stafilococciche, 114, 573, 589, 593-595

concentrazioni rilevabili, 261, 274 
D termico, 597
determinazione mediante ELISA, 273
gel diffusione, 275
modalità d’azione, 600-601
produzione, 591, 597-600
proprietà chimiche, 595-597
quantità minima per provocare gastroente-

rite, 598
saggi biologici, 310-311, 313, 317
saggio radioimmunologico, 260, 272-273
sonda di DNA, 277

Vibrio cholerae, 575, 578, 713
saggi biologici, 311, 317

Vibrio hollisae, 714-715
Vibrio mimicus, 713
Yersinia enterocolitica, 718

saggi biologici, 312, 319, 718
Enterovirus, 526-528
Enzimi di restrizione (impiego nella RFLP), 289
Epatite A, 783-786

determinazione mediante PCR, 279
Epatite B e aflatossine, 768
EPEC vedi Escherichia coli, ceppi enteropato-

geni
Epifluorescenza vedi Microscopia a epifluore-

scenza
Eptilparaben, 327-329
Erba medica (Alfalfa), germogli vedi Germogli

di semi
Eremascus spp., 33
Ergotismo, 4
ERIC (enterobacterial repetitive intergenic con-

sensus), 280
Erisipeloide, 640, 793
Eritorbato, 107
Erwinia spp., 17-20, 24, 137, 145, 433, 777, 808

E. amylovora, 138, 146
E. ananas, 26
E. carotovora vedi Pectobacterium
E. chrysanthemi vedi Pectobacterium
E. dissolvens, 198-200
E. herbicola, 26
E. milletiae, 26
E. stewartii, 26
E. uredovora, 26
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Erysipelothrix spp., 794, 806
E. rhushiopathiae, 444, 793-794

carni, 68, 71
confronto con listeria, 640

E. tonsillarum, 793
Esame delle superfici (metodi), 242-245

agar siringa, 244
determinazione dell’ATP, 243, 265-266
dispositivi a ultrasuoni, 245
film adesivi, 244-245
metodi tampone, 242-243
RODAC, 243-244
spray gun, 245

Escherichia spp., 17-20, 24, 238, 433, 574, 687-
701

E. albertii, 516
E. blattae, 516
E. coli, 24, 42, 44, 70-72, 233, 247, 290, 515,

517-518, 790 (vedi anche EHEC)
O157:H7, vedi EHEC
acqua in bottiglia, 224-225
aw minima, 48, 50
burro, 175
carni, 68, 70-72, 76
carni trasformate, 116
ceppi enteroaggreganti (EaggEC), 687-

688
ceppi enteroemorragici (EHEC), vedi

EHEC
ceppi enteroinvasivi (EIEC), 688, 698
ceppi enteropatogeni (EPEC), 565, 688,

699
ceppi enterotossigeni (ETEC), 565, 688,

699-701
esclusione competitiva, 679
film reidratabili, 238
ibridazione su colonia, 278
jerky, 110
lavaggio delle carcasse, 98
maionese, 216
ortaggi, 134-135
ozono, 60
pH minimo, 45
pollame, 68
saggi biologici, 310, 312-320
sidro, 197
substrati cromogenici, 267-269
vacche da latte, 168

E. fergusonii, 516
E. hermannii, 516
E. vulneris, 516

Esclusione competitiva, 678-679
Essiccamento al sole, 479

Estratto rilasciato, volume di, 87, 89-90, 389-
390

Etanolo, 361-362, 512
ETEC vedi Escherichia coli, ceppi enterotossi-

geni
Eterofermentazione, 159-161
Etil-N-dodecanoil-L-arginina HCl, 362
Etile, formato, vedi Formato di etile
Etilene, ossido, vedi Ossido di etilene
Etilvanillina vedi Vanillina
Eucestoda, 743
Eucoccidiida, 732
Eugenolo, 56, 352
Eupenicillium spp., 29, 31
Euripsicrotrofi (definizione), 432
Eurotiales, 29
Eurotium spp., 29-30, 32, 69

E. herbariorum, 30
E. repens, 48
aw minima, 48

Exiguobacterium spp., 805-806

F (valore), 463-464
FA (Fluorescent antibody) vedi Anticorpi fluore-

scenti
Fabospora vedi Kluyveromyces
Facklamia spp., 806
Fagi lux, 281-283
Fagovar (definizione), 578
Farina, 216
Fasciola spp., 743

F. hepatica, 743
Fascioliasi, 743-744
Fasciolidae, 743
Fasciolopsiasi, 744
Fasciolopsis spp., 743-744

F. buski, 744
Fase L vedi Forma L
Faseikh, 627
Fast freezing, 435
Fattori sigma, 50, 569-572

adattamento a condizioni acide, 570-572, 578
fattori sigma alternativi, 570-572

Febbre Q, 167
Febbre tifoide, 167-168, 667-668
Fegato (animali da carne), 68, 81-82, 92-93

(vedi anche Carni)
alterazione, 92-93
pH, 92

Fenilacetaldeide, 349-350
Fermentazione, 157-164 (vedi anche i singoli

alimenti fermentati)
acetica, 164

Indice analitico 823



alta, 158, 194
bassa, 158, 194
dei semi di cacao, 200
eterofermentazione, 159-161
malolattica, 196
omofermentazione, 159-161
propionica, 159

Fessik, 189
Fibre ottiche vedi Biosensori
Fibrosi cistica, 23, 569
Filamentosità

birre, 194
latte, 170
prodotti da forno, 216

Filifactor spp., 24, 460
Film adesivi, 244-245
Film reidratabili, 238-239
Filobasidiella sp., 35
Filopodio, 651
Fingerprinting (metodi), 284-291

AFLP, 286
MEE, 286-287
microarray, 290-291
PFGE, 288-289
RAPD, 288
REA, 287
RFLP, 289
ribotipizzazione, 289-290
tipizzazione fagica, 284-286

Fioretta (alterazione del vino), 195
FISH (fluorescent in situ hybridization), 280-

281
FIT (sanitizzante), 344, 346
Fitoplancton, 796-798
Flat sour, spore responsabili di, 461, 463, 512,

551
Flavimonas spp., 808
Flavobacterium spp., 16-20, 24, 433, 807

F. aurantiacum, 768
F. proteus, 195
biofilm, 568
carni e pollame, 68
prodotti ittici, 117

Fluorogenici, substrati (vedi anche Cromogenici,
substrati), 267-269

Food safety objective (FSO), 546-547
FoodNet (sistema di sorveglianza), 560-561,

722
Forma L, 248

Clostridium perfringens, 614
Staphylococcus aureus, 262, 555

Formaggi, 178-180
alterazione, 179

come causa di epidemie, 180
Eh, 53-54
M. avium subsp. paratuberculosis, 169-170

Formato di etile, 328
valori di D, 343

Forza motrice protonica (PMF), 331, 570
Fosfati, 352-353

B. cereus, 353
C. botulinum, 352
C. tyrobutyricum, 353
carni trasformate, 107-109
L. monocytogenes,353
meccanismo d’azione, 349, 352-353

Frattaglie vedi Interiora e frattaglie
Frateuria spp., 808
Freeze drying (processo), 480
Frigoribacterium spp., 433, 434
Frutta (vedi anche Prodotti ortofrutticoli)

alterazione, 145-146
composizione chimica, 146
intervallo di pH, 44, 145
sanitizzanti, 344-346

FSO vedi Food safety objective
Fumitremorgina, 32
Fumonisine, 31, 772-776

in mais/mangimi, 773-775
patologia, 775-776
proprietà, 775

Funghi “imperfetti”, 29
Furanone, 569
Furetti, 311-312
Fusarina C, 773
Fusarium spp., 29-31, 143

F. anthophilum, 772
F. dlamini, 772
F. globosum, 772
F. graminearum, 143, 776
F. moniliforme, 352, 772-773
F. napiforme, 772
F. nygamai, 772
F. oxysporum, 776
F. proliferatum, 772
F. roseum vedi Gibberella zeae
F. sacchari, 772
F. sambucinum, 776
F. subglutinans, 772
F. thapsinum, 772
F. tricinctum, 777
F. verticillioides, 772
carni, 68, 108
carni trasformate, 114
single-cell protein, 221
sottaceti, 193
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Gallato di propile, 349, 767
Gambierdiscus toxicus, 797-798
Gari, 31, 157, 202
Gastroenterite stafilococcica, 587-603

fattori responsabili, 603
incidenza e alimenti coinvolti, 601-602
prevalenza, 601-602
prevenzione, 603
sintomi, 601

Gastronomia, prodotti di, 209-212
Gel diffusione (metodi), 260, 275

micro-Ouchterlony, 260
GeneVision (sistema) 279
Genomovar (definizione), 578
Geobacillus spp., 451, 460, 465, 471, 805-806

G. stearothermophilus, 7, 22, 505
effetti delle HHP, 494, 496
resistenza all’irradiazione, 415
valori di D per H2O2, 343

Geotrichum spp., 17, 29-31, 512
G. candidum, 31, 142-143, 178

aw minima, 48
alterazione di burro e formaggi, 178
carne/pollame, 68, 108

Germogli di semi, 147-148
effetti delle HHP, 500
epidemie, 153, 654, 676
alfalfa (erba medica), 293-294, 676, 697
irradiazione, 414-417
microrganismi più frequenti, 148-151
penetrazione dei patogeni, 151-152, 693
produzione, 147
sanitizzanti, 148, 346-347

Ghiaccio
microrganismi contaminanti, 224-225
saggio della nucleazione, 261, 283-284

Giardia spp., 731
G. lamblia, 17, 565, 701, 732-734

effetto dell’ozono, 60, 342
determinazione mediante qPCR, 281
diffusione, 732
incidenza negli alimenti/casi di malattia tra-

smessi da alimenti, 733-734
Giardiasi, 8, 732-734
Gibberella

G. fujikuroi, 772
G. zeae, 777

Gioddu, 177
Girato, (malattia del vino), 195-196
Glicina betaina, 50
Glicocalice, 568
Gloeosporium spp., 32

G. album, 143

G. perennans, 143
Gluconacetobacter spp., 164
Gluconobacter spp., 16, 164, 808

G. oxydans, 194, 201
pH minimo, 45

Glucono-delta-lattone, 497
Glucosinolati, 56
Glucosio ossidasi, 57, 362
Gommosi vegetali, 138
Gompertz, equazione di, 530
Gonfiore tardivo

formaggi, 179
prosciutti, 115

Gonyaulax
G. acatenella, 797
G. catenella, 796-797
G. tamarensis, 797

Gordona spp., 806
Gotta, 223
Gracilibacillus spp., 22, 460, 805
GRAS (generally recognized/regarded as safe),

7, 60, 327-328
Gray (Gy) (definizione), 406
Gruppi di Lancefield

gruppo D, 24, 519 (vedi anche Enterococcus
spp.)

gruppo N, 25 (vedi anche Lactococcus spp. e
Vagococcus spp.)

Guillain-Barré, sindrome di, vedi Sindrome di
Guillain-Barré

Gymnodinium breve vedi Karenia

HACCP (Hazard analysis critical control point),
537-546

albero decisionale, 541
definizioni, 539
limiti del sistema, 546
principi, 539-546
programmi prerequisito, 538

Hafnia spp., 17, 20, 24, 433
H. alvei, 24, 332, 400, 432, 576, 789-790
carni/pollame, 68, 108, 400

Halobacterium spp., 50, 433
Halomonas spp., 16, 807
Halzoun vedi Fascioliasi
Hanseniaspora spp., 17, 34, 35
Hansenula spp., 69, 117

H. polymorpha, 221
Helcococcus spp., 806
Helicobacter spp., 564

H. cinnaedi, 23
H. fenneliae, 23
H. pylori, 168, 564-565
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Helminthosporium spp., 29, 32
Hennican, 488
Herbaspirillium spp., 26
Hexamitidae, 731
HHP (high hydrostatic pressures), 493-494

effetti sui microrganismi, 496-500
valori di D (MPa)

Listeria monocytogenes, 495-496
Saccharomyces cerevisiae, 496, 498, 499
Salmonella spp., 496
S. Senftenberg, 496
S. Typhimurium, 496-500
Zygosaccharomyces bailii, 493-494

HI (Hemagglutination-inhibition) vedi Emoag-
glutinazione, inibizione della

Hoi-dong, 189
Holins, 369
Hormodendron spp., in uova, 213
Howard (metodo di conta delle muffe), 242
Hurdle concept vedi Ostacoli, teoria degli
Hydrodyne (processo), 81
Hydrogenophaga spp., 16, 26, 137, 807
Hymenobacter actinosclerus, 424, 807
Hyphomycetales, 29
Hyphomycetes, 29

Ibridazione su colonia, 276-278
Ide, 745
Idli, 180, 199
Idrogeno, bombaggio dei contenitori, 473
Ifa (definizione), 28
Immunodiffusione radiale singola, 260
Immunomagnetica, separazione, 261, 275
Impasti di farine, alterazione, 216
Impedenza (metodo), 260, 294-295

coliformi, 295
E. coli 0157:H7, 295
latte, 294
sensibilità, 260, 294
tempo di rilevazione, 294

IMViC, formula, 515
Indicatori di qualità igienica

bifidobatteri, 524-526
colifagi/enterovirus, 526-528
coliformi, 514-519
enterococchi, 519-524
qualità del prodotto, 511-513

Indosil-β-D-glucuronide (IBDG), 267
Infezioni ospedaliere, 28
Integrine (definizione), 578
Interiora e frattaglie, 81-82, 110
Interleuchine vedi Citochine
Internalina, 573, 650

Intimina, 576, 578
Intossicazione da istamina, 8, 789-790

irrilevanza dei coliformi, 519
Inverdimento delle carni, 112-114
Iodio, valori di D, 343
Ipoclorito di calcio, 148
Ipoclorito di sodio, 343-344, 345, 346, 347
Ipofosfito di sodio, 333-334
Irradiazione degli alimenti, 7, 9, 406-422

411, 417-418
aspetti normativi, 418-421
Codex Alimentarius, 420
disinfestazione (insetti), 416
germogli di semi, 417
inibizione della germogliazione, 416
natura della radioresistenza, 423-425
normativa europea, 419
preparazione degli alimenti, 409
principi sottostanti la distruzione cellulare,

407-409
radappertizzazione, 411-415
radicidazione, 411, 415-416
radurizzazione, 411, 417-418
stabilità degli alimenti irradiati, 422-423
World Health Organization, 420

ISO-GRID, 237
Isotiocianato di allile, 56, 346-347, 364
Issatchenkia spp., 17, 34-35, 198

I. orientalis, 35 (vedi anche Candida krusei)
Istamina, 126, 189, 512, 789-790
Istocompatibilità, complesso maggiore di, 600
Ivanolisina O, 649-650
Izushi, 626-627

Janibacter spp., 805-806
Janthinobacterium spp., 16, 433, 807

J. agaricidamnosum, 138, 434
Jerky, 110

patogeni, 110
Johne (malattia di) vedi Malattia di Johne
Jonesia spp. 806

Kanagawa, reazione di, 318, 709
Kapi, 189
Karenia brevis, 797
Katsuobushi, 30
Kauffmann, schema di, 270
Kefir, 176
Kenkey, 198
Ketjap-ikah, 189
Kimchi, 198
Kineococcus spp., 806

K. radiotolerans, 424
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Kingella spp., 807
Kishk, 177
Kitten test, 313
Kiwi (frutto), 359
Klebsiella spp., 433, 515-516

K. pneumoniae, 71, 414, 434, 515, 519, 701,
716, 794

enterotossina, 580, 794
Kloeckera spp., 35
Kluyveromyces spp., 17, 34-35

K. bulgaricus, K. fragilis e K. lactis vedi K.
marxianus

K. marxianus, 35, 200, 220, 221
Kocuria spp., 17-20, 24, 68, 108, 591, 805-806

K. erythromyxa, 424
K. kristinae, 24
K. rosea, 24
K. varians, 24

Koji, 30, 158, 194
Kombucha, 199
Kozakia spp., 164
Kumiss, 35, 176
Kung-chom, 189
Kurthia spp., 68, 108, 433, 806
Kuru, 795
Kytococcus sp., 25, 806

Lactobacillus spp., 15, 17-20, 25, 158, 160-161,
433, 806

L. acetotolerans, 160
L. acidipiscis, 160
L. acidophilus, 160-161, 172-173, 176-177,

777
L. algidus, 114
L. alimentarius, 160, 394-395, 434
L. arabinosus, 160, 418
L. bifidus vedi Bifidobacterium
L. brevis, 45, 160-161, 189-192, 215, 434,

472
ossido di etilene, valori di D, 343

L. buchneri, 160
L. bulgaricus, 176
L. casei, 160-161, 364, 418
L. cellobiosus vedi L. fermentum
L. coprophilus, 160
L. coryniformis, 160
L. crisspatus, 679
L. cucumeris, 191
L. curvatus, 390, 434

subsp. curvatus, 160
subsp. melibiosus, 160

L. delbrueckii
subsp. bulgaricus, 6, 160-161, 171, 177, 179

subsp. delbrueckii 160, 194, 197, 201, 190
subsp. lactis, 160, 365

L. divergens vedi Carnobacterium
L. fermentum, 160-161, 189, 190, 397
L. fructivorans, 113, 160, 189, 215
L. fuchuensis, 114, 160
L. gasseri, 186
L. helveticus, 160
L. hilgardii, 160
L. hordniae vedi Lactococcus lactis
L. jensenii, 113, 160
L. jugurti, 160
L. kefiranofaciens

subsp. kefiranofaciens, 160, 176
subsp. kefirgranum, 160, 176

L. kefiri, 176
L. kimchii, 160
L. kunkeei, 196
L. lactis, 201, 202
L. leichmannii, 160, 177
L. mindensis, 160
L. nagelii, 196
L. parakefiri, 176
L. paralimentarius, 160, 190
L. piscicola vedi Carnobacterium
L. plantarum, 160-161, 163, 186, 191-192,

196, 198, 201, 202, 362, 364, 367, 472
attività antibotulinica, 334-335
rese molari, 163

L. pontis, 160, 189
L. reuteri, 161, 364
L. sakei, 45, 76, 113, 114, 186, 365, 368, 390

subsp. carnosus, 160
subsp. sakei, 114, 160-161

L. salivarius, 160
L. sanfranciscensis, 160-161, 189, 199
L. suebicus, 25
L. trichoides, 160
L. viridescens vedi Weissella
L. xylosus vedi Lactococcus lactis
carni, 68, 108
carni trasformate, 110-115
filogenesi, 639
inverdimento delle carni, 111, 113-114
latte, 167
prodotti ittici, 117

Lactococcus spp., 17-20, 25, 158, 159-161, 433
L. garvieae, 160
L. lactis, 159, 162, 177, 364, 369, 512

subsp. cremoris, 160, 163, 174
subsp. diacetylactis, 159, 174
subsp. hordiniae, 160
subsp. lactis, 45, 160, 173-174, 178
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var. maltigenes, 178
var. taette, 177
nitrosammine, 336
pH minimo di crescita, 45

L. plantarum, 160
L. raffinolactis, 160
carni, 68, 108
filogenesi, 639

Lactosphaera spp., 158, 161
LAL test (Limulus amebocyte lysate test), 259,

260, 262-265, 269
L. monocytogenes, 651
meccanismo e sensibilità, 263-264

Lamina propria, 578
LAMP, 280, 281
Lancefield (gruppi di) vedi Gruppi di Lancefield 
Lantibiotici, 367
Lattato di sodio, 328
Latte, 163-170 (vedi anche Prodotti lattiero-

caseari)
acidofilo, 172-173, 176-177
aflatossina M1, 169, 767
alterazione, 170
aromatizzato al cioccolato, 166
bulgaro, 176-177
C. jejuni, 721
certificato, 6, 552
composizione, 164-165
condensato, 6, 166
conta diretta (Breed), 241
criteri microbiologici, 552-553
E. coli O157:H7, 169
epidemie di salmonellosi, 673-674
evaporato, 166
filamentosità, 170
in polvere, 553
limite per le aflatossine, 766
Listeria, 168
microflora, 167
pastorizzazione, 5, 166-167, 451
pH, 165
Salmonella, 168
siero di latte, 165, 174, 176

fermentato, 174
test di riduzione del colorante, 240-241
trasformazione, 165-166
UHT, 167
Yersinia enterocolitica, 168-169, 718

Lattice, agglutinazione al, 260
Lattiero-caseari, prodotti, vedi Prodotti lattiero-

caseari,
Lattoferrina, 56, 341

attivata, 341

Lattonasi, 567
Lattoperossidasi, sistema, 56-57
Lattosio, intolleranza, 172-173
Lattuga, maculatura, 138
Leben, 177
Legatura delle anse intestinali/ileali, 314-315
Legionella pneumophila, 224
Leone VI, imperatore bizantino, 617
Leucobacter spp., 806
Leucoencefalomacia, 773, 776
Leuconostoc spp., 15, 17-20, 25, 158, 160, 433-

434
L. argentinum, 160
L. carnosum, 160, 365, 397, 434
L. citreum, 160
L. cremoris, 159
L. fallax, 160, 191
L. gelidum, 397, 434
L. inhae, 160
L. kimchii, 160
L. lactis, 160
L. mesenteroides, 7, 190, 191, 192, 198-199,

217, 362, 397, 472, 512
subsp. cremoris, 160, 174
subsp. dextranicum, 160, 174, 472
subsp. mesenteroides, 160
effetti dei PEF, 502

L. oenos vedi Oenococcus
L. paramesenteroides vedi Weissella
alterazione carne MAP, 397
bacon, 110
carne/pollame, 68, 108
filogenesi, 639

Lieviti, 33-37
carni, 67
di birra vedi Lievito per panificazione
Eh, 53
intervallo di aw, 48-49
intervallo di pH, 41-42
per panificazione, 36

pH intracellulare, 46
prodotti di gastronomia, 210-211
prodotti ittici, 117

Limulus (test del lisato di amebociti di) vedi
LAL test

Linamarina, 202
Linfochine vedi Citochine
Linfonodi, 65
Liofilizzazione, 437, 439, 479-483, 485 (vedi

anche Disidratazione)
Listeria spp., 15, 17, 19, 20, 23, 25, 280, 433,

806 (vedi anche Listeriosi)
L. grayi, 286, 637-639, 643, 646, 650
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L. innocua, 179, 369, 497, 500, 502
L. ivanovii, 639

subsp. ivanovii, 639
subsp. londoniensis, 639
ivanolisina, 649-650

L. monocytogenes, 110, 211, 565, 580
acqua ossidante elettrolitica, 340
adattamento all’acidità, 570-571
alimenti MAP, 394-395
analisi PFGE, 289
analisi RAPD, 288
analisi RFLP, 289
antagonismo lattico, 364-365
aspetti normativi, 658-659
attività monocitosica, 651
biofilm, 568
BioSys, 297
burro, 175
CAMP test, 639
caratteristiche di virulenza, 564, 649-651
carni/pollame, 75-76, 110
chitosani, 360
D per irradiazione, 413, 414
D termico, 454, 647-648
determinazione con fago lux, 282
determinazione con Probelia, 279
diacetato/lattato, 355
diffusione, 644-646
effetti dei PEF, 501-502
effetti dell’aw, 50, 644
effetti delle basse temperature, 441, 444-

445
effetti delle HHP, 495-499
esigenze per la crescita, 641-644
fagi, 285-286, 370
fattori sigma, 569
formaggi, 179
fosfati, 353
germogli di semi, 152
ibridazione su colonia, 278
intervallo di temperatura, 643
jerky, 110
latte, 168
listeriolisina O, 649-650, 657
massime concentrazioni riportate, 646
modellazione, 530
modelli animali, 651-653
PCR, 261, 279-281
pH di crescita, 42, 45, 641-642
prodotti ittici, 117, 122
prodotti pronti al consumo, 653-655
profili MEE, 287
ribotipi, 289-290

rivelazione mediante DGGE, 280, 281
saggi biologici, 317, 320-321
sanitizzanti per alimenti, 344-345
serovar, 640, 645
sfingomielinasi, 651
sonda di DNA, 277
test di Anton, 314, 651-652
z termico, 647-648

L. “murrayi”, 637, 639, 643
L. seeligeri, 638, 644, 646, 653
L. welshimeri, 638-639, 646, 650
carni, 68, 108
confronto con Erysipelothrix, 640
prodotti ittici, 117, 122
tassonomia, 637-640

Listeriolisina, 564, 573-574, 611, 649-650
Listeriosi, 9, 637-659

epidemie/casi, 654-655
fonte dei patogeni, 655-656
prevalenza globale, 561, 655
sistema di sorveglianza statunitense, 559, 561

Listonella spp., 28
Lobosea, 732
Lotaustralina, 202
Luciferina-luciferasi, saggio, 265
Luminescenza del gene lux, 281-283
Luteococcus spp., 805

Macrococcus spp., 108, 433, 805
M. caseolyticus, 27, 589

Macrofusine, 772
Magnaporthe grisea, 143
Magon, 198
Maillard, reazione di, 167, 483
Maionese, 214-216

alterazione, 215
composizione, 214, 218
destino delle salmonelle, 215
pH, 214

Mal dello sclerozio, 143
Mal d’inchiostro, 143
Mal rossino, 640, 793
Malattia

del dimagrimento cronico (CWD), 796
di Creutzfeldt-Jakob, 795-796 (vedi anche

Prioni)
di Johne (paratubercolosi), 169

Mam-tom, 189
Mangimi, 19, 669
Manotermosonicazione (MTS), 504-505
Manzo vedi Carni
MAP (modified atmosphere packaging) vedi Con-

fezionamento in atmosfera modificata
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Marciume bruno delle drupacee, 31
Marciume molle batterico, 137
Marciume nero delle pesche, 30
Marciume dell’asse carpellare, 143
“Maree rosse”, 797
Marinobacter spp., 26
Mastite, 165
Matzoon, 177
Megasphaera spp., 195, 808

M. cerevisiae, 194
Mela

sidro vedi Sidro
succo, 152, 741

Membrana idrofobica reticolata, 236-237
Membrane filtranti, 235-237
Meningite neonatale, 788
Meniscus spp., 807
Mentolo, 349, 350
Mesofili (definizione), 58
Metamioglobina, 112
Methanococcus spp., 46
Methylobacterium spp., 807

Methylobacterium radiotolerans, 424
Methylococcus capsulatus, 220
Methylomonas spp., 221

M. methanica, 220
Metilparaben, 327-330
O-Metilsterigmatocistina, 764
4-Metilumbelliferil fosfato (MUP), 267, 269
4-Metilumbelliferil-β-D-galattoside (MUGal),

267-269
4-Metilumbelliferil-β-D-glucuronide (MUG),

237, 239, 267-269
Metzincine, 793
Mezcal, 198
MIC (minimal inhibitory concentration), 329,

350-351, 366
Micelio (definizione), 28
Micotossine, 30, 763-777

acido penicillico, 771-772
aflatossine, 763-777
citrinina, 769-770
da Alternaria, 769
fumonisine, 772-776
ocratossine, 770
patulina, 767, 771
sambutossina, 776
sterigmatocistina, 772
zearalenone, 776-777

Microaerofili (definizione), 53
Microarray, 290-291
Microbacterium spp., 23, 68, 108, 117, 159, 807
Microbiologia predittiva, 530-531

Microcalorimetria, 260, 296
Micrococcina P1, 364
Micrococcus spp., 15, 16, 17, 20, 24, 25, 433,

591, 805
“M. aurantiacus”, 187
M. cryophilus, 441
M. luteus, 25
M. lylae, 25
M. roseus vedi Salinicoccus
carni, 68, 108
carni trasformate, 110
pollame, 68
vino di palma, 199

Microgard, 364
Microonde, 407

distruzione di Listeria, 649
distruzione di Trichinella, 755

Microscopia a epifluorescenza, 235
Mioglobina, 112, 333
Miricidio, 744-745
Miso, 37, 158, 198, 202
Modellazione microbica vedi Microbiologia pre-

dittiva
Molecular beacon, 280
Molluschi vedi Prodotti ittici
Monascus spp., 69
Monensina, 356-357, 694
Monilia spp., 17, 29, 31, 69, 101

M. sitophila, 31-32
Moniliaceae, 29
Monilinia fructicola, 143
Monocine, 285
Monocitopoiesi, fattore di incremento (FIM),

657
Monocitosi (induzione della), 651
Monolaurina, 349, 353
Monte Carlo (metodo di simulazione), 531
Moorella spp., 24, 460
Moraxella spp., 16-20, 25, 399, 807

M. bovis, 808
M. osloensis, 414
M. ovis, 808
M. phenylpyruvica, 414
carni, 68, 108, 399
interiora, 81-82
prodotti ittici, 117
resistenza alle radiazioni, 414

Morbo
di Crohn, 167, 169-170
di Pierce, 138

Morganella spp., 433, 789
M. morganii, 789-790

Mortadella vedi Carni trasformate
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Morte termica
punto di, per E. coli, 453
tempo di, 459-461

C. botulinum, 456-457
curva di, 461

Most probable number (MPN), 239-240
MPN vedi Most probable number
MTS vedi Manotermosonicazione
”Mucca pazza” vedi Encefalopatia spongiforme

bovina
Mucor spp., 29, 31, 67, 108

M. miehei, 31
M. spinosus, 48

aw minima, 48, 482
Mucoraceae, 29
Muffa “bruna”, 33
Muffa casearia, 31
Muffa dei macchinari, 31
Muffa rossa del pane, 32
Muffe comuni negli alimenti

aw minima, 48-49
Eh, 53-54
intervallo di pH, 42

Muffe del pane, 32
MUG vedi 4-Metilumbelliferil-β-D-glucuronide
MUGal vedi 4-Metilumbelliferil-β-D-galatto-

side
Multiplex PCR, 279
MUP vedi 4-Metilumbelliferil fosfato
Mycobacterium spp., 20, 152, 167

M. avium, 152
subsp. avium, 169-170
subsp. paratuberculosis, 169-170, 451,

462
subsp. silvaticum, 169

M. flavescens, 152
M. fortuitum, 122
M. gordonae, 152
M. nonchromogenicum, 122
M. simiae, 152
M. tuberculosis, 462

distruzione termica, 166-167, 451
Mycoplasma spp., 637
Myoviridae, 285
Myroides spp., 24, 122, 807
Myxoviridae, 370

Nadsonioideae, 34
Naja, 177
Nam-pla, 189
Nam-ruoc, 189
Nannocystis exedens, 769
Natamicina, 356, 357-358

Neisseriaceae, 27
Nematodi, 749-757

malattie da nematodi
anisakiasi, 755-757
trichinellosi, 750-755

Neosartorya spp., 30
N. fischeri, 30, 32, 472
D termico, 32

Nernst, equazione di, 54
Nesterenkonia spp., 25, 805
Neurospora spp., 32, 69

N. crassa, 52
N. intermedia, 31
N. sitophila, 198, 204

Ngapi, 189
Nisina, 6, 328, 365-368

effetto su C. botulinum, 329, 334
meccanismo d’azione, 367-368

Nitriti/nitrati, 328, 333-339
carni trasformate, 107, 335
e sorbato, 330, 336-337
meccanismo d’azione, 337-338

o-Nitrofenil-β-D-galattopiranoside, 267-269
Nitrosammine, 335-336

carni trasformate, 107, 415
Nitrosomioglobina, 333
Nocardia spp., 220, 221
Noci, 218
Norovirus, 786-787

diarrea del viaggiatore, 701
prevalenza, 560

Norwalk virus, 8, 580
determinazione mediante PCR, 279

Nucleasi termostabile, 259, 262, 594
D termico, 262, 596
S. aureus, 260, 262
sensibilità, 262

Nuoc-mam, 189
Nurmi, concetto di, vedi Esclusione competitiva
Nutrienti, effetto sulla crescita, 55-56
Nutrizione enterale, alimenti per, 219-220

Obesumbacterium vedi Flavobacterium proteus
Ochrobacter spp., 807
Ocratossine, 766-770

livelli massimi ammissibili, 767
Oenococcus spp., 158

O. oeni, 160, 196
Ogi, 198, 202
Oidium lactis vedi Geotrichum
Oli essenziali vedi Spezie e oli essenziali
Oligella spp., 807
Olive, 191-192, 198
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Olomorfo (definizione), 29
Omofermentazione, 159-161
Oncom vedi Ontjom
ONPG vedi o-Nitrofenil-β-D-galattopiranoside
Ontjom, 32, 203-204
Oocisti, 736, 740, 742
Oospora lactis vedi Geotrichum candidum
Opisthorchiata, 743
Opisthorchiidae, 743
Opisthorchis vedi Clonorchis
Opistorchiasi vedi Clonorchiasi
Ortaggi vedi Prodotti ortofrutticoli
Osmofili/Osmodurici, 7, 48-51, 348
Ospite definitivo (definizione), 731
Ospite intermedio (definizione), 731
Ossido di etilene, 328, 360
Ossido di trimetilammina (TMAO), 125, 512
Ossido-riduzione (O-R), potenziale di, 52-55

effetti sulla crescita, 54-55
relazione con il pH, 54
stabilità, 53

Ossiemoglobina, 112
Ossitetraciclina, 358
Ostacoli, teoria degli (Hurdle concept), 371
Ostriche vedi Prodotti ittici
Ouchterlony, test vedi Gel diffusione
Oudin, test, 275
Ovoflavoproteina, 214
Ovotransferrina, 56, 214
Oxalophagus spp., 460
Oxina, 344-346
Oxobacter spp., 24, 460
Oxolophagus spp., 24
Ozono, 7, 341-342, 740

acqua in bottiglia, 224
C. parvum, 341
E. coli O157:H7, 341-342

Paecilomyces spp., 30
Paenibacillus spp., 17, 21, 22, 26, 68, 108, 433,

460, 623, 805-806
P. alvei, 26
P. amylolyticus, 26
P. azotofixans, 26
P. circulans, 629
P. durum, 26
P. lactis, 26
P. larvae, 407
P. lautus, 26
P. macerans, 471
P. macquariensis, 26
P. peoriae, 26
P. peotiae, 26

P. polymyxa, 180, 471, 623, 629
P. pubuli, 26
P. pulvifaciens, 26
P. validus, 26

Palma, vino di, vedi Vino di palma
Pancetta/Bacon, 109-111

alterazione, 111-114
bacon

canadese, 109
tipo Wiltshire, 110, 114
tipo Wisconsin, 335

Pandoraea spp., 16-17, 21, 26, 807-808
P. norimbergensis, 26

Pane a pasta acida, 189-190
Pane fermentato, 189-190
Panna acida, 174-175, 176
Pantoea spp., 17, 21, 26, 433, 808

P. agglomerans, 26, 71, 125, 145-146, 434,
788

P. ananas, 26
P. dispersa, 26, 146
P. stewartii, 26
carni e pollame, 68, 71, 91

Parabeni, 327-330, 770
Paracoccus spp., 16, 807
Paragonimiasi, 744-745
Paragonimus spp., 743

P. kellicotti, 744
P. westermani, 744

Paralactobacillus spp., 158
P. selangorensis, 160

Paratubercolosi (Malattia di Johne), 169
Pastorizzazione, 5-6, 451

latte, 166-167, 451
uova intere liquide, 648

Patata
contaminazione post cottura, 135
peronospora vedi Peronospora della patata

Patovar (definizione) 578
Patulina, 767, 771
PCR (polymerase chain reaction), 14-15, 261,

278-281
Pectinatus spp., 463, 808

P. cerevisiiphilus, 194, 463, 512
P. frisingensis, 194, 463

Pectobacterium spp., 21, 24, 137-139, 808
P. cacticidum, 137
P. carotovorum

subsp. atrosepticum, 137
subsp. betavasculorum, 137
subsp. carotovorum, 137-139
subsp. odoriferum, 137-138
subsp. wasabiae, 137
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P. chrysanthemi, 137, 139
P. cypripedii, 137

Pediocina
AcH con  HPP, 496
PA-1, 369

Pediococcus spp., 15, 17, 21, 26, 158, 160, 433-
434

P. acidilactici, 76, 160, 186, 364
P. cerevisiae, 186, 190, 191-192, 194, 198,

367
P. claussenii, 160
P. damnosus, 160
P. dextrinicus, 160
P. halophilus vedi Tetragenococcus
P. inopinatus, 160
P. parvulus, 161
P. pentosaceus, 160
carni, 68, 108, 186

Pedobacter spp., 807-808
PEF (Pulsed electric field) vedi Campi elettrici

pulsati
Pemmican, 488
Penicillium spp., 17, 29, 31-32, 621

P. camembertii, 179, 188
P. chrysogenum, 47
P. citrinum, 200, 415, 462, 769
P. claviforme, 771
P. cyclopium, 200, 770-771
P. dangeardii, 32
P. digitatum, 143
P. expansum, 200, 771
P. italicum, 143
P. nalgiovensis, 188
P. patulum, 48, 771
P. puberulum, 771
P. roquefortii, 32, 45, 179, 462, 771
P. variabile, 770
P. viridicatum, 770-771
carni, 68, 108
carni traformate, 114
formaggio cottage, 178
prodotti ittici, 117
prodotti ortofrutticoli, 142-143, 145
uova, 213-214

2,3-Pentadione, 350
6-Pentil-α-pirone, 359
Peptococcus magnus, 54-55
Perfringolisina O, 611, 629, 650
Perigo, fattore, 334, 338
Peronospora

della patata, 143
della vite, 143

Perossido d’idrogeno, 97, 342-344

Persicobacter spp., 807
Pesce vedi Prodotti ittici
PEST (sequenza), 574
Petrifilm vedi Film reidratabili
Peujeum, 157
Peyer, placche di, 575, 578
Pfiesteria piscicida, 798
pH

ATP, 46
carni e pollame, 45
effetto di NaCl, 42
effetto sui microrganismi, 41-47
intervallo per la crescita microbica, 42
prodotti ittici, 45
prodotti lattiero-caseari, 45
prodotti ortofrutticoli, 44
stomaco umano, 564
valori alcalini, 46

Phocanema vedi Pseudoterranova
Phomopsis citri, 143
Photobacterium spp., 16, 117, 433, 807

P. phosphoreum, 125, 398, 789
alterazione del salmone, 398

Phlyctaena vagabunda, 143
Phytophthora spp., 143, 145

P. cinnamomi, 143
P. infestans, 143
P. ramorum, 143
P. sojae, 143
marciumi, 143, 145

Piastra a contatto diretto (metodo), 243-244
Piastratore a spirale, 233-235
Pichia spp., 17, 34-35, 69, 117, 332

P. guilliermondii, 35-36, 777
P. membranaefaciens, 36

Picornaviridae, 785
Piedistallo (definizione), 578
Pierce (morbo di) vedi Morbo di Pierce
Pigmenti biliari, 112
Pili formanti fasci (definizione), 578
Pimaricina vedi Natamicina
Pla-chom, 189
Pla-com, 189
Plagiorchiata, 743
Pla-mam, 189
Planococcus, 806
Pla-ra, 189
Plasmopara viticola, 143
Platelminti, 747-493

malattie da platelminti
cisticercosi/teniasi, 748-749
clonorchiasi, 745-746
difillobotriasi, 746-748
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fascioliasi, 743-744
fasciolopsiasi, 744
paragonimiasi, 744-745

Plectomycetes, 29
Plesiomonas spp., 16, 792-793, 807

P. shigelloides, 45, 565, 792-793
PMF (proton motive force) vedi Forza motrice

protonica
Pneumolisina O, 650
Poi, 198
Poliamminoacidi, 362
Polifosfati, 179-180, 229
Polilisina epsilon, 362
Pollame (vedi anche Carni)

alterazione, 85-87
Arcobacter spp., 72-73
Campylobacter spp., 72-73, 94-95
cottura, 542
disossatura meccanica, 78-79
E. coli 0157:H7, 76
intervallo di pH, 45
L. monocytogenes, 75-76, 655
MAP, 388-390, 393
microflora, 67, 94-95
S. aureus, 94-95
Salmonella spp., 74-75

Polypaecilum spp., 33
Portatori sani, 168, 669
Prebiotici, 171
Preservative system, 354
Pressione di vapore (dell’acqua e del ghiaccio),

436
Prevotella nigrescens, 808
Prioni, 559, 794-796

distruzione, 796
encefalopatia spongiforme bovina (BSE), 9,

795
malattia del dimagrimento cronico (CWD),

796
malattia di Creutzfeldt-Jakob, 795-796
scrapie, 795
test per la ricerca, 795

Probelia (screening di L. monocytogenes e di
Salmonella spp., 279

Probiotici, 170-173, 679
Prodotti di quarta gamma, 146-147

irradiazione, 417
Prodotti ittici, 3, 116-128

Aeromonas spp., 119
alterazione, 91, 123-128
composizione, 123-124
intervallo di pH, 45
irradiazione, 417

MAP, 390-392, 396
microflora, 120-121
molluschi, 123, 126-128
paste/salse, 189
pesce disossato meccanicamente, 78-79
qualità microbiologica, 120-121
rilevanza dei coliformi, 118-122
spore botuliniche, 122
V. parahaemolyticus in ostriche, 119
virus, 118, 122, 786-787

Prodotti lattiero-caseari, 164-170 (vedi anche
Latte, Formaggi, Siero di latte e
Yogurt)

fermentati, 174-180
intervallo di pH, 45

Prodotti ortofrutticoli, 133-145
alterazioni batteriche, 137-142

marciume molle batterico, 137
alterazioni fungine, 142-145

alternariosi, 143
antracnosi, 143, 145
brusone del riso, 143
carbone del mais, 143
cladosporiosi, 143
mal dello sclerozio, 143
mal d’inchiostro, 143
marciume acido, 142, 143
marciume bruno, 143
marciume del colletto, 142
marciume del colletto delle banane, 142
marciume dell’asse carpellare, 143
marciume dello stipite, 143
marciume lenticellare, 143
marciume molle, 143
marciume molle da Rhizopus, 142-143
marciume nero, 143
marciume radicale, 143
marciume rosa, 143
marciume secco, 143
muffa azzurra, 143, 145
muffa grigia, 142, 143, 145
muffa verde, 143
peronospora della patata, 143 
peronospora della vite, 143
rizottoniosi, 143
scabbia, 143
verticilliosi, 143

coliformi e coliformi fecali, 529
composizione, 136
intervallo di pH, 44
MAP, 393
Listeria monocytogenes, 211
Salmonella spp., 211
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Proglottidi, 747-748
Programmi prerequisito, 538
Prolina, 50
Propile, gallato, vedi Gallato di propile
Propilene, ossido di, 218, 328, 360
Propionibacterium spp., 15, 159, 433, 806

P. cyclohexanicum, 45
P. freudenreichii, 179
P. shermanii, 179

subsp. shermanii, 364
alterazione delle olive, 191
vie metaboliche, 159

Propioniflex spp., 805
Propilparaben, 327-330
Prosciutti artigianali, 109, 115, 188
Proteine solubili negli acidi, 458
Proteobatteri, 16-17
Proteus spp., 17, 21, 26, 433

P. intermedium, 214
P. mirabilis, 371
P. morganii vedi Morganella
P. vulgaris, 214, 329
carni, 68
uova, 213

Protozoi, 731-743
malattie da protozoi
amebiasi, 734-735

ciclosporiasi, 742-743
criptosporidiosi, 739-742
giardiasi, 732-734
sarcocistosi, 738-739
toxoplasmosi, 735-738

Providencia spp., 433
Pseudoalteromonas spp., 16, 117, 128, 807
Pseudoaminobacter spp., 16, 807
Pseudomonas spp., 16-17, 21, 26, 433, 807-808

P. aeruginosa, 26, 84, 224, 388
biofilm, 566, 569
D per irradiazione, 414
inibizione con antiossidanti, 349
nutrizione enterale, 220

P. agarici, 138
P. cichorii, 138
P. cocovenenans vedi Burkholderia
P. corrugata, 138
P. fluorescens, 26, 57, 85, 91, 178, 213, 369,

399, 443, 446, 707
effetto dell’aw, 51
inibizione con diacetile, 350
vitali ma non coltivabili, 251

P. fragi, 84, 91, 92, 178, 395, 399, 443
pH minimo per la crescita, 45, 432
Q10, 440

P. geniculata, 350
P. glycinea vedi P. syringae
P. graveolens, 214
P. lachrymans vedi P. syringae
P. marginalis, 138
P. mephitica, 113-114, 178
P. morsprunorum, 138
P. nigrifaciens, 178
P. perolens, 399
P. phaseolicola vedi P. morsprunorum
P. pisi vedi P. syringae
P. putida, 85

D per irradiazione, 414
P. putrefaciens, 512 (vedi anche Shewanella

Putrefaciens)
P. syringae, 138-141, 283-284, 569
P. tolaasii, 138
P. tomato, 138
carni, 68, 108
interiora, 81-82
pollame, 68
prodotti ittici, 117
prodotti ortofrutticoli, 138-142
uova, 213

Pseudonitzschia pungens, 798
Pseudophyllidea, 743
Pseudoterranova spp., 750, 755-756

P. decipiens, 755-756
Psicrofili, 7, 431-432, 440-447
Psicrotrofi, 58, 431-432, 440-447

caratteristiche, 440-442
D termico, 447
enzimi termolabili, 447
euripsicrotrofi, 432
fisiologia, 442-446
generi batterici, 58
stenopsicrotrofi, 432

Psychrobacter spp., 16-17, 19, 25-27, 433, 807
carni, 68, 84
prodotti ittici, 117

Pullularia vedi Aureobasidium
Pulque, 198
Pulsifier, 233
Punti critici di controllo vedi HACCP
Putrefattivi (anaerobi) vedi Anaerobi putrefattivi
Putrescina, 88-89, 192, 512
Puzzo d’osso (carne bovina), 85

Q10 vedi Coefficiente termico
Qualità igienica vedi Indicatori di qualità igie-

nica
Quarta gamma, prodotti, vedi Prodotti di quarta

gamma
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Quercia, morte improvvisa della, 143
Quick freezing, 435
Quorum sensing, 564-567

risposte fenotipiche, 566
ruolo nella formazione di biofilm, 567-569

Rad (definizione), 405
Radappertizzazione, 411-415
Radiazioni (definizioni), 405-406
Radicidazione, 411, 415-416
Radioimmunologici, saggi, 260, 272-273
Radiolisi dell’acqua, 421
Radiometria, 266-267
Radurizzazione, 411, 417-418

prodotti ittici, 417, 420-421
Raggi

beta, 406
gamma, 406
Ultravioletti (UV), 406
X, 406, 410

Ralstonia spp., 16, 26, 807
Raoult, legge di, 485
Raoultella spp., 516, 519, 808

R. ornithinolytica, 789
R. planticola, 789

RAPD (amplificazione), 288
Raptor (biosensore), 293
Rathayibacter spp., 138, 806
Reazione a catena della polimerasi vedi PCR
Redigel, 238-239
Resazurina, riduzione della, 240
Resistenza al calore dei microrganismi, 452-459

acqua, 452-453
carboidrati, 454
combinazione tempo-temperatura, 457-458
età dei microrganismi, 457
lipidi, 453
numero di microrganismi, 455-457
pH, 454-455
presenza di inibitori, 457
proteine, 455
sali, 453-454
spore, 458-459
temperatura di crescita, 457
ultrasuoni, 458

Reuterina, 364
Reye, sindrome di, vedi Sindrome di Reye
RFLP (Restriction fragment length polymor-

phism), 289
Rhabditida, 749-750
Rhizoctonia spp., 143
Rhizomonas spp., 807
Rhizopoda, 732

Rhizopus spp., 17, 29, 32
R. arrhizus, 202
R. oligosporus, 32, 198, 204
R. oryzae, 198
R. stolonifer, 32, 142-143, 216

aw minima, 48
alterazione del burro, 178
carni e pollame, 32, 69, 108
farine e derivati, 216
marciume molle, 142-143

Rhodococcus equi, 639, 651
Rhodopseudomonas spp., 221
Rhodosporidium spp., 36
Rhodotorula spp., 17, 34-36

R. glutinis, 36, 191
R. minuta, 191
R. mucilaginosa, 36, 462
R. rubra, 191
alterazione delle olive, 191
carni, 69, 84
prodotti ittici, 117
single-cell protein, 221

Ribosomi, struttura, 14
Ribotipizzazione, 289-290
Ricina, 701
Rigor mortis nei bovini, 66
Risonanza plasmonica superficiale, 293
RITARD (modello), 316, 714
Rivitalizzazione delle cellule danneggiate vedi

Danno metabolico
Rizottoniosi, 143
RODAC (metodo), 243-244
Roentgen (definizione), 406
Roll tube (metodo), 241
Rotavirus, 119, 565, 701, 787-788
RPHA (Reverse passive hemagglutination) vedi

Emoagglutinazione passiva inversa
RpoS vedi Fattori sigma alternativi
rRNA, analisi del, 14-15
RT-PCR, 279
Rubratossina B, 32
Rubrobacter

R. radiotolerans, 425
R. xylanophilus 424

Rum, 197
Rumine, 25, 65, 73, 195, 693-694

ATP nella microflora, 265-266
Eh, 53

Saccharobacter spp., 808
S. fermentatus, 197

Saccharomyces spp., 17, 34-36
S. bailii vedi Zygosaccharomyces
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S. bayanus, 201, 332
S. bisporus vedi Zygosaccharomyces rouxii
S. “carlsbergensis”, 194, 195, 332
S. cerevisiae, 190, 194, 197-199, 201, 220-

221, 296
var. boulardii, 678
var. chevalieri, 201
acido sorbico, 331
D termico, 462
effetti dei PEF, 502
effetti dell’aw, 51
effetti dell’Eh, 55
HHP, 496, 498, 499
single cell protein, 220
stress osmotico, 51
rese molari, 163

S. diastaticus, 195
S. “ellipsoideus”, 195, 199
S. exiguus, 189, 199
S. fragilis vedi Kluyveromyces marxianus
S. intermedium, 199
S. lactis vedi Kluyveromyces marxianus
S. rosei vedi Torulaspora
S. rouxii vedi Zygosaccharomyces rouxii
S. sake, 198
S. uvarum, 190
carni e pollame, 69, 108
maionese, 214
produzione di SO2, 332
rilevazione con microcalorimetria, 296
vie metaboliche, 159

Saccharomycetaceae, 34
Saccharomycopsis spp.

S. fibuligera, 220, 221, 222
S. lipolytica, 35
S. vernalis, 482

Saccharomycotoideae, 34
Saggi biologici (vedi anche Colture cellulari)

emesi nella scimmia, 313
furetti, 311-312
induzione di diarrea, 312-313
kitten test, 313
legatura delle anse intestinali/ileali, 310-311,

312, 314-315, 316, 575, 709, 718, 721,
791, 793

letalità del topo, 309-311
modello RITARD, 316, 714
skin test, 313-314
Suncus murinus, 310-311
test di Anton, 314, 651-652, 722
test di Sereny, 314, 717-718, 722
topi nudi, 315, 652, 737
topo neonato, 310-312, 718, 791

Sakacina A, 369
Sakacina P1, 369
Sake, 198-199
Salibacillus spp., 22, 460, 805
Salinicoccus spp., 805
Salmonella spp., 17, 21, 27, 212, 213, 214, 433-

434, 667-679
S. Abortus-equi, 668
S. Abortus-ovis, 369, 668
S. Agona, 75, 677
S. Albany, 75
S. Anatum, 151, 347, 438, 669, 671, 677
S. Arizonae, 218
S. Baidon, 676
S. Bareilly, 673
S. bongori, 667
S. Brandenburg, 75
S. Cerro, 669, 677
S. Choleraesuis, 575, 668-669
S. Cubana, 347, 673
S. Derby, 75, 671, 677
S. Dublin, 575, 668
S. Dumfries, 677
S. Eastbourne, 673
S. enterica, 27, 74, 667

subsp. arizonae, 667
subsp. diarizonae, 667
subsp. houtenae, 667
subsp. indica, 667
subsp. salamae, 667

S. Enteritidis, 8, 152-153, 561, 565, 571, 575,
669, 673-677

acqua ossidante elettrolitica, 340
analisi con AFLP, 286
carni, 74
casi statunitensi, 561-562
D per irradiazione, 414
distruzione con acido acetico, 215, 354
distruzione con irradiazione nelle ostriche,

416
effetti delle HHP, 497, 499
maionese, 215
nutrizione enterale, 220
ribotipizzazione, 290
riduzione mediante fagi, 370
uova, 214, 215
vitali ma non coltivabili, 251

S. Gallinarum, 575, 668-669
S. Gaminara, 347
S. Haardt, 677
S. Hadar, 75
S. Heidelberg, 434, 671, 673
S. Infantis, 347, 417

Indice analitico 837



S. Javiana, 676
S. Kentucky, 110
S. Kottbus, 676
S. London, 668
S. Mbandaka, 414, 417
S. Miami, 668
S. Minnesota, 671
S. Montevideo, 110, 151, 347, 365, 673, 677
S. Muenchen, 676-677
S. Newington, 438
S. Newport, 561, 668-669, 673, 676
S. Oranienburg, 668-669, 676-677
S. Orion, 677
S. Panama, 434
S. Paratyphi A, 667, 669
S. Paratyphi B, 438, 445
S. Paratyphi C, 667
S. Poona, 363, 676
S. Pullorum, 575, 672-673, 679
S. Richmond, 668
S. Schottmuelleri, 669
S. Senftenberg, 457, 496, 504, 669

D termico, 454, 457
S. Stanley, 650, 676

germogli di alfalfa, 151
sanitizzanti, 347

S. Tallahassee, 713
S. Tennessee, 676
S. Thompson, 671
S. Typhi, 438, 565, 669
S. Typhimurium, 110, 214, 360, 561, 616,

667-669, 671-674, 677
var. Copenhagen, 75, 677
DT 104, 75, 116, 571, 668
accumulo di prolina, 50
acqua ossidante elettrolitica 340
carni e pollame, 77, 110
D per irradiazione, 414
effetti dei PEF, 502
effetti dell’aw, 50
effetti delle HHP, 496-498, 500
inibizione, 363
inibizione con antiossidanti, 350
jerky, 110
ozono, 342
prevalenza, 560-561
quorum sensing, 565
rilevazione con anticorpi fluorescenti, 271
rilevazione con biosensori, 291-293
rilevazione con citometria a flusso, 297
rilevazione radiometrica, 266
riparazione dei danni, 248
sopravvivenza al congelamento, 438

temperatura minima di crescita, 434
S. Uganda, 75
S. Virginia, 677
S. Weltvreden, 122
S. Worthington, 75
alimenti implicati, 673-677
alimenti pronti al consumo, 211
effetti dell’aw, 671
carni, 68, 70, 74-75, 78
casi annuali statunitensi, 561
confronto con Escherichia e Shigella, 679
crescita, 671
D termico, 672
determinazione con BioSys, 297
diffusione, 668-670
distruzione con acido acetico, 354
distruzione con irradiazione, 414, 672
distruzione in uova bollite, 214
epidemia da gelato, 673
esclusione competitiva, 678-679
germogli di semi, 151-153
intervallo di pH di crescita, 45, 671
latte, 168
pollame, 68, 74-75, 94-95
portatori, 669
prodotti ittici, 122
rilevazione con ELISA, 273-274
rilevazione mediante anticorpi fluorescenti,

271
rilevazione con gene lux, 282
rilevazione con nucleazione del ghiaccio, 284
saggi biologici, 310, 317
sierologia per arricchimento, 271-272
sierotipizzazione, 668
sonde di DNA, 277
sopravvivenza al congelamento, 438
1–2 test, 272
Salmonella test (Oxoid), 272

Salmonellosi, 667-679
casi stimati statunitensi, 561
dose infettiva, 571, 673
esclusione competitiva, 678-679
incidenza, 560-561, 670
patogenesi, 574-575
prevenzione e controllo, 677
sintomi, 673

Salsa di soia, 37, 189, 198, 201
Salumi, 108-109 (vedi anche Carni trasformate)

alterazione, 111-114
budello, 109
fermentati, 185-188
salumi “estivi”, 185
semistagionati, 185
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stagionati, 185
starter, 186

Sambutossina, 776
Sanguibacter spp., 806
Sanitizzanti degli alimenti, 339-347

acido peracetico, 344-345, 347
acqua ossidante elettrolitica, 339-340
AgClor, 345-346
Avgard, 344
calcio calcinato, 344
clorito di sodio acidificato, 339, 345
clorito di sodio, 339, 344, 345
cloro, 344-347
cloruro di cetilpiridinio, 344
composti di ammonio quaternario, 336, 344-

345
FIT, 344, 346
ipoclorito di sodio, 343-347
isotiocianato di allile, 346-347, 364
lattoferrina attivata, 341
oxina, 345-346
ozono, 341-342, 740
perossido di idrogeno, 342-344
Tsunami, 344-346

Sapovirus, 786
Sarcina ventriculi, 564
Sarcocistosi, 738-739
Sarcocystidae, 732
Sarcocystis spp., 732

S. hominis, 738
S. suihominis, 738

Sarcodina, 732
Sarcomastigophora, 731
Sashimi, 756-757
Saxitossina, 797
Scabbia (dei cereali), 143
Scenedesmus quadricauda, 220, 221
Schizosaccharomyces spp., 17, 34, 36

S. pombe, 36, 199
Sclerotia, 458
Sclerotinia

S. fructicola vedi Monilinia
S. sclerotiorum, 143

Sclerotinium spp., 29
Scongelamento degli alimenti, 435, 439-440
Scopulariopsis spp., 108, 117
Scotch whisky, 197
Scrapie, 795
Selenomonas lacticifex, 194
Selvaggina, 70
Senapi, pH delle, 44
Sequenziamento mediante trascrittasi inversa

vedi Trascrittasi inversa

Sereny, test di, 314
Serratia spp., 17, 21, 27, 433, 808

S. liquefaciens, 71, 125, 332, 434
S. marcescens, 332, 442

subsp. sakuensis, 27, 460
carni e pollame, 68, 71, 108
carni MAP, 396
prodotti ittici, 125
uova, 213

SEU vedi Sindrome emolitico-uremica
Sfingomielinasi, 651
Shewanella spp., 16-17, 21, 27, 108, 433, 807

S. benthica, 27
S. colwelliana, 27
S. hanedai, 27
S. putrefaciens, 27, 400

biofilm, 568
carni, 68, 81, 113, 114, 396-397
pH minimo di crescita, 45
pollame, 68, 96, 399
prodotti ittici, 117, 128, 386, 399

Shiga/Shiga-like, tossine vedi EHEC, tossine
Stx

Shigella spp., 17, 21, 27, 42, 701
S. boydii, 679-680
S. dysenteriae, 371, 679-680, 689

sito di attacco, 565, 577
S. flexneri, 500, 524, 679-680, 682

intervallo di pH, 45
S. sonnei, 45, 347, 679-680, 682

adattamento all’acidità, 571
confronto con Escherichia e Salmonella, 679
dose minima infettiva, 577, 679
isolati umani, 680
meccanismi di virulenza, 565, 577
prodotti di quarta gamma, 151, 153
saggi biologici, 317

Shigellosi, 679
casi stimati statunitensi, 559, 561

Shiokara, 189
Sidro, 196-197

dietilcarbonato, 361
distruzione di C. parvum, 740
epidemie, 197
patulina, 767
pH, 44

Siero di latte, 165, 174, 176
Sierologia per arricchimento, 271-272
Sierotipizzazione (metodi), 270-273
Sierotipo/serovar (definizione), 578
Sigma vedi Fattori sigma
SimPlate (metodo), 239
Sinaptobrevine, 625
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Sindrome
da shock tossico, tossina della (TSST), 588,

600
di Guillain-Barré 722
di Reye, 768
EFDV (encephalopathy and fatty degenera-

tion of the viscera), 768
emolitico-uremica (SEU), 577, 689, 696
paralitica da molluschi (PSP), 796-797

Single cell proteins, 220-223
Siphoviridae, 285
Sistema di secrezione, 577, 578

A. tumefaciens, 577
Erwinia spp., 577
Pseudomonas spp., 577
Ralstonia spp., 577
Salmonella spp., 569, 575
Xanthomonas spp., 577
Yersinia spp., 577

Skin test (porcellino d’India e coniglio), 313-
314

Slow freezing, 435
Sodio

clorito vedi Clorito di sodio
cloruro vedi Cloruro di sodio
diacetato vedi Diacetato di sodio
ipoclorito vedi Ipoclorito di sodio
ipofosfito vedi Ipofosfito di sodio
lattato vedi Lattato di sodio

Sodio-α-fenilfenato, 359
Soia, salsa, vedi Salsa di soia
Solfito riduttori, microrganismi, 472-473, 551
Soluti compatibili, 50-52
Sonde di acidi nucleici, 276-281

ibridazione su colonia, 276-278
numero minimo rilevabile di cellule, 277-278

Sostanze volatili totali (TVS), 126, 512
Sotto vuoto, conservazione, 383-400, 623-625
Soul food, 110
Salsa di soia, 189, 198, 201
Spezie e oli essenziali, 349, 351-352

microflora, 210-211
Sphingobacterium spp., 24, 807
Sphingomonas spp., 16-17, 21, 24, 26-27, 84,

807
Spirillum itersonii, 468
Spirulina maxima, 220, 221, 222
Sporendonema vedi Wallemia
Sporobolomyces spp., 117
Sporocisti, 744-745
Sporohalobacter spp., 460
Sporolactobacillus spp., 460, 806
Sporosarcina spp., 460, 805

Sporotrichum spp., 32, 69, 84
Sporozoea, 732
Sporozoiti, 736, 739-740
Spray gun (metodo), 245
Stabilità (resistenza alle variazioni di potenziale

O/R), 53
Stachybotrys spp., 29
Staphylococcus spp., 17, 21, 27, 108, 187, 233,

351, 433, 806
S. aureus subsp. anaerobius, 588, 806
S. aureus subsp. aureus, 209-213, 573, 588,

590, 592, 806
alimenti a umidità intermedia, 485, 488-489
aw minima, 48-49, 591, 597-598
CAMP test, 639
carni, 68-70, 78
carni addizionate di soia, 78
carni traformate, 110, 116
ceppi “animali”, 589
competizione microbica, 603
crescita, 590
D per irradiazione, 414
diffusione e habitat, 589-590
effetti dell’aw, 52
effetti delle HHP, 497-500
enterotossine vedi Enterotossine stafilo-

cocciche
forma L, 262, 555
gastroenterite vedi Gastroenterite stafilo-

coccica
inibizione con antiossidanti, 350
insalate, 210-211
jerky, 110
multiplex PCR, 279
nitrosammine, 336
nucleasi termostabile, 259, 262
pH minimo di crescita, 42, 45, 591
pollame, 68
portatori addetti alla manipolazione, 546
prodotti di gastronomia, 209-212
prodotti itttici, 118-121
prodotti ortofrutticoli, 134, 153
prosciutti, 115
quorum sensing, 567
rilevazione con ELISA, 261, 274
rilevazione mediante microcalorimetria, 296
rilevazione mediante radioimmunologia,

260, 272
rilevazione radiometrica, 266
riparazione del danno da acidi, 249
riparazione del danno metabolico, 247-

249
saggi biologici, 310
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sonde di DNA, 277
sopravvivenza al congelamento, 482
sorbati, 330-331
spezie, 211, 218
tipizzazione fagica, 594
uova, 213
yogurt, 176

S. capitis, 589
S. caprae, 588-590
S. carnosus, 187
S. chromogens, 588
S. cohnii, 115, 588
S. condimenti, 589
S. delphini, 588
S. epidermidis, 219, 262, 567, 591, 603
S. equorum, 115, 364-365

inibizione di Listeria, 365
S. fleurettii, 589
S. haemolyticus, 588-589, 598
S. hominis, 589
S. hyicus, 588-589
S. intermedius, 588
S. kloosi, 547 589
S. lentus, 588-589, 805
S. piscifermentans 589
S. saprophyticus, 115, 588-589
S. schleiferi

subsp. coagulans, 588-589
subsp. schleiferi, 588-589

S. sciuri, 115, 588, 805
S. simulans, 588-589
S. vitulus, 748 805
S. warneri, 589
S. xylosus, 115, 588-589
antagonismo, 603
diffusione, 589-590
enterotossine vedi Enterotossine stafilococciche

Stemphyltoxin III, 769
Stenopsicrotrofo, 432
Stenotrophomonas spp., 16, 28, 807

S. maltophila, 28
S. rhizophila, 28

Sterigmatocistina, 764, 772
Sterilità commerciale, 452
Sterilizzazione (definizione), 452
Stimolazione elettrica, 80-81
Stomacher, 233
Stomatococcus spp., 25, 806
Streptobacillus spp., 808
Streptobacterium spp., 161
Streptococchi

gruppo D vedi Enterococcus
gruppo N vedi Lactococcus e Vagococcus

Streptococcus spp., 24, 158, 161
S. agalactiae, 165
S. bovis, 161, 519
S. cremoris vedi Lactococcus
S. diacetylactis vedi Lactococcus lactis
S. dysgalactiae, 165
S. equinus, 519
S. garvieae vedi Lactococcus
S. iniae, 794
S. lactis vedi Lactococcus
S. parauberis, 639
S. plantarum vedi Lactococcus
S. raffinolactis vedi Lactococcus
S. salivarius

subsp. salivarius, 161
subsp. thermophilus, 159, 161, 167, 171,

177, 178-179, 364, 370
S. sanguis, 162
S. uberis, 165
filogenesi, 639

Streptolisina O, 650
Streptomyces spp., 15, 138, 805-806

S. griseus, 467
S. natalensis, 357

Subtilina, 355, 356, 358-359
Sufu, 198
Sulfolobus spp., 46
Suncus murinus, 311, 630
Superantigeni, 600
Superossido dismutasi, 440
Surgelati vedi Congelamento/alimenti congelati
Sushi, 746, 756-757
Suttonella spp., 807
Syntrophosphora spp., 460

Tachizoiti, 736
Taenia spp., 743

T. saginata, 747-749
sensibilità alle radiazioni, 418

T. solium, 748-749
sensibilità alle radiazioni, 418

distruzione dei cisticerchi, 749
Taeniarhynchus saginatus vedi Taenia saginata
Taeniidae, 743
Takadiastase, 158
Talaromyces spp., 31

T. flavus, 32
T. macrosporus, 499

Tampone, effetto, 44
Tao-si, 198
TaqMan, saggio, 280, 717
Tarhana, 177
TBHQ vedi terz-Butil-idrossichinone
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TDH (Thermostable direct hemolysin) vedi
Emolisina diretta termostabile

Tecnologia barriera vedi Ostacoli, teoria degli
Teekwass, 199
Teleomorfe (forme), 29-33, 35-36
Telluria spp., 16, 26, 84, 807

T. chitinolytica, 807
Tempeh, 32, 198, 201
Temperatura di refrigerazione (definizione), 432
TEMPO (metodo), 240
Teniasi, 748-749
Tequila, 199
Terasaki (metodo), 274
Termodurico (definizione), 451
Termofili, 7, 58, 451

anaerobi alteranti (conserve in scatola), 472-
473

criteri per le spore, 552
effetti della temperatura, 470
enzimi, 466-468
flagelli, 469
genetica, 471
lipidi cellulari, 469-470
membrane cellulari, 470
pressione parziale di ossigeno, 469
ribosomi, 468
richiesta di nutrienti, 469

Termolisina, 714
Termoultrasonicazione vedi Manotermosonica-

zione
Terracoccus spp., 806
Terrein, 32
Terribacter spp., 806
Teschovirus, 528
Test del respiro (intolleranza al lattosio), 172
Tetracicline, 7, 358
Tetragenococcus spp., 26, 158, 161

T. halophilus, 26, 161, 189
T. muriaticus, 161, 189

Tetrazolio, colorazione con, 96-97, 238, 240,
241, 520

Thamnidium spp., 29, 32, 69, 108
T. elegans, 32, 434

Thermoactinomycetes spp., 460
Thermoanaerobacterium spp., 460, 465

T. thermosaccharolyticum, 471-472
Thermobacterium spp., 161
Thermus spp., 424
Tiabendazolo, 359
Thielaviopsis spp., 142

T. paradoxa, 143
Thumba, 199
Tibi, 199

Tilosina, 329, 359
Timolo, 56
Tipizzazione fagica, 285-287

B. cereus, 286
E. coli O157:H7, 286
Listeria, 285-286
S. aureus, 594

Tir (definizione), 578
Tiramina, 89, 126, 192
TMA vedi Trimetilammina
TMAO vedi Ossido di trimetilammina
Tofu, 210
Tolleranza zero (controllo di L. monocytogenes),

658-659
Topo lattante, saggio, 312
“Torula” spp.

T. cremoris vedi Candida kefyr
T. globosa, 472
T. glutinis, 191
T. kefyr vedi Candida
T. lactis-condensi, 472
T. stellata, 472
burro, 178
crauti rosa, 191
uova, 213
zuccheri, 217

Torulaspora spp., 17, 33, 36
T. delbrueckii, 36, 462
T. hansenii vedi Debaryomyces

Torulopsis spp., 33-34, 69
T. candida, 351 (vedi anche Candida famata)
T. holmii vedi Candida
T. stellata vedi Candida
T. versatilis, 498-499

Tossina botulinica, 618-619, 625-626 (vedi anche
C. botulinum)

confronto con la tossina tetanica, 626 
Toxocara spp., 750
Toxoflavina, 203
Toxoplasma spp., 560, 732

T. gondii, 17, 21, 565, 572, 735-739
controllo, 738-739
gatti, 735
sito di attacco, 565

Toxoplasmosi, 735-739
Trascrittasi inversa

RT-PCR, 279, 783
sequenziamento con, 14

Trasmissione oro-fecale, 562
Trematoda, 743
Trichinella spp., 750

T. nativa, 752
T. pseudospiralis, 752
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T. spiralis, 9, 81, 750-755
cottura a microonde, 755
distruzione mediante congelamento, 439,

753
distruzione termica, 753
salumi fermentati, 186
sito di attacco, 565
sopravvivenza all’essiccamento, 482

Trichinellida, 750
Trichinellosi (Trichinosi), 750-755

controllo/prevenzione, 753-755
da salumi fermentati, 186
prevalenza, 751-753

Trichoderma spp.,
T. pseudokoningii, 777
T. viride, 220, 222

Trichosporon spp., 17, 34, 36, 69, 108
T. cutaneum, 221
T. pullulans, 36

aw minima, 48, 482
prodotti ittici, 117

Trichothecenes, 31
Trichothecium spp., 17, 29, 32

T. roseum, 32
Trimetilammina (TMA), 125, 512-513
Trofozoiti, 732-735
Trogotrematidae, 743
TSST (Toxic shock syndrome toxin) vedi Sin-

drome da shock tossico, tossina della
Tsunami, 344, 345, 346
Turbatrix aceti, 749
TVA (Total volatile acids) vedi Acidi volatili

totali
TVB (Total volatile bases) vedi Basi volatili

totali
TVN (Total volatile neutrogen) vedi Azoto vola-

tile totale
TVS (Total volatile substances) vedi Sostanze

volatili totali

UHT (Ultra-high temperature), processo, 26,
167, 452, 497

Ultravioletti (raggi UV), 406
Umidità intermedia vedi Alimenti a umidità

intermedia
Umidità relativa, 59 (vedi anche aw)

all’equilibrio, 490-491
Uova, 211-214

alterazione, 213-214
Listeria, 211
Salmonella, 214, 675

Ureibacillus spp., 460
Ustilago maydis, 143

Vagococcus spp., 17, 28, 158, 161, 433, 639
V. fluvialis, 161
V. salmoninarum, 161, 434
pollame, 68

Vancomicina, enterococchi resistenti, 180
Vanillina, 349, 350
Vapore, pressione di, vedi Pressione di vapore
Variovorax spp., 16, 807
VBNC (Viable but nonculturable cells), 250-251
Veillonella spp., 808
Velocità di alterazione (curva), 59
Verme del merluzzo vedi Pseudoterranova deci-

piens
Verme dell’aringa vedi Anisakis simplex
Vero (cellule), 320, 629
Verruculogeno, 32
Versicolorina A, 764
Verticilliosi, 143
Verticillium theobromae, 143
Vetrosa, transizione, 491
Vibrio spp., 16-17, 21, 28, 108, 117, 416, 707-

715, 807
V. alginolyticus, 707, 714, 789
V. cholerae, 153, 519, 707, 711-715

analisi AFLP, 286
ceppi non-O1, 580, 711-712
correlazione con i coliformi, 519
cromosomi, 579
diffusione, 712-713
enterotossina, 713
gastroenterite, 711
intervallo di pH di crescita, 42
meccanismo di virulenza, 565, 579
profilo PFGE, 289
saggi biologici, 311, 313, 316, 317
sensibilità alle HHP, 497
serovar 0139, 711
vitali ma non coltivabili, 250

V. fischeri, 251, 281, 566
V. fluvialis, 715
V. furnissii, 715
V. harveyi, 251, 281, 282, 566
V. hollisae, 497, 710, 715

emolisina correlata alla TDH, 715
V. marinus, 468
V. mimicus, 497, 710

saggio biologico, 317
V. parahaemolyticus, 8, 351, 519, 723

aw minima, 48, 708-709
crescita, 434, 707-709
D termico, 708
distruzione con HHP, 497-499
effetti del sorbato, 330
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gastroenteriti vedi Vibriosi
inibizione con antiossidanti, 350
irradiazione, 416
livello di allarme, 122
meccanismo di virulenza, 565, 577, 579,

709-710
pH di crescita, 42, 707-708
prodotti ittici, 119, 122
reazione di Kanagawa, 709
saggi biologici, 310, 315-318
stress da calore, 249
tossina vedi Emolisina diretta termostabile
vitali ma non contivabili, 250

V. vulnificus, 445, 707, 710, 713-714
batteriofagi, 371, 527, 572
fattori sigma, 569
prodotti ittici, 119
rilevazione con qPCR, 281
saggi biologici, 311, 317
sensibilità alle HHP, 497
vitali ma non coltivabili, 250

Vibrioni non agglutinanti, 711-713
Vibriosi (da V. parahaemolyticus), 707-711

casi stimati statunitensi, 561
prevenzione, 723

Vini, 3, 36, 195-196
Vino di palma, 199
Virgibacillus spp., 22, 460
Virulenza (definizione), 578
Virus, 783-788

adenovirus, 415
afta epizotica, 785
astrovirus, 119, 153, 565
calicivirus, 786
citomegalovirus, 499
colifagi, 526-528
coxsackie, 122, 413-415, 784
D per irradiazione, 408, 413, 415
ECHOvirus, 122, 413, 415, 785
effetti del cloro, 786
effetti delle HHP, 499
epatite A, 153, 413, 415, 527, 560, 565, 783,

785-786
epatite B, 560
Hawaii virus, 787
herpes virus, 415, 499
norovirus, 119, 122, 153, 786-787
Norwalk virus, 786-787
peste suina, 785
poliovirus, 527, 783-784
resistenza al cloro, 786
rotavirus, 119, 153, 499, 560, 565, 701, 785,

787-788

sindbis virus, 499
virus enterici, 784-785

Vogesella spp., 16, 807
Voges-Proskauer, reazione, 515-516, 708, 715,

791

Wagatsuma agar, 709
Wallemia spp., 17, 33

W. sebi, 33
Wautersia spp., 16, 26
Weissella spp., 17, 21, 25, 28, 68, 108, 117, 158,

160-161
W. cibaria, 160, 190
W. confusa, 28, 160
W. halotolerans, 28, 160
W. hellenica, 28, 160
W. kandleri, 28, 160
W. kimchii, 161
W. koreensis, 161
W. minor, 28, 161
W. paramesenteroides, 28, 161
W. thailandensis, 161
W. viridescens, 28, 126, 161, 434

inverdimento dei würstel, 111, 113-114
prodotti ittici, 117

Whiskey vedi Distillati
White spot (macchia bianca) delle carni, 32, 84
Willopsis spp., 35
Wolinella spp., 807

W. curva vedi Campylobacter curvus
W. recta vedi Campylobacter rectus

Würstel vedi Carni trasformate

Xantani, 140
Xanthobacter spp., 16, 807
Xanthomonas spp., 16, 18, 137, 138, 140, 142,

577, 808
X. axonopodis, 138-139
X. campestris, 138

pv. oryzae, 138
pv. oxyzicola, 138

alterazione delle olive, 192
analisi con microarray, 290

Xantomonadine, 140
Xerofili, 32

aw minima, 48-49
Xeromyces spp., 17, 33

X. bisporus, 33, 481
aleuriospore, 481
aw minima, 33

Xylella spp., 16, 808
X. fastidiosa, 138

Xylophilus spp., 16, 808
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Y-1 (cellule surrenali), 317, 320
Yarrowia spp., 17, 36, 108

Y. lipolytica, 36
YATP (definizione), 163
YG (definizione), 163
Yersinia spp., 17, 21, 28, 108, 432, 565

carni, 68, 75-76, 94
Y. aldovae, 718
Y. bercovieri, 28, 715, 718
Y. enterocolitica, 28, 75, 432, 576, 580, 715-

719, 723
75-76
biovar, 717-718
carni MAP, 395, 396-397
D termico, 715
diarrea del viaggiatore, 701
diffusione, 716-717
distruzione mediante irradiazione, 414, 416
effetti dell’aw, 50
effetti delle HHP, 497
enterotossina vedi Enterotossine
esigenze per la crescita, 715
gastroenterite vedi Yersiniosi
ibridazione su colonia, 278
latte, 168-169, 718
pH di crescita, 42, 45, 716
rilevanza dei coliformi, 519
rilevazione con PCR, 261
saggi biologici, 311, 312-313, 317, 718
yogurt, 171-172
Yop, 577,578

Y. frederiksenii, 75, 94, 169, 715-718
Y. intermedia, 75, 94, 715-718
Y. kristensenii, 75, 715-718
Y. mollaretii, 28, 715
Y. pestis, 28, 576-577, 715
Y. pseudotuberculosis, 577

Yersiniabactina, 576
Yersiniosi, 8, 563, 715-719

prevenzione, 723
Yogurt, 171, 175

destino di E. coli 0157:H7, 176
intolleranza al lattosio, 172-173
pH, 175

Yop, 577, 578

z (valore), 462-463
Zapatera, 191
Zearalenone, 31, 261, 776-777
Zigospore, 28
Zoomastigophorea, 731
Zoonosi, 739-740
Zuccheri, 217-218, 347-348

alterazione, 217
criteri microbiologici, 552

Zygomycetes, 29
Zygomycota, 29
Zygosaccharomyces spp., 17, 33-34, 37

Z. bailii, 37, 332
alterazione della maionese, 214-216, 512
effetti dei PEF, 503
effetti delle HHP, 493-494, 496
intervallo di pH di crescita, 45

Z. rouxii, 37, 198, 201, 348, 462
alimenti essiccati, 481
aw minima, 51, 481

Zymobacter spp., 808
Z. palmae, 197

Zymomonas spp., 16, 808
Z. anaerobia, 194
Z. mobilis, 164

Zymophilus
Z. paucivorans, 194
Z. raffinosivorans, 194
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