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PREMESSA 
 
Il settore economico ovi-caprino, pur rappresentando circa l’1 % della produzione 

agricola totale italiana, assume rilevanza econimica in regioni quali Sardegna, 

Toscana e Lazio che generano quasi il 60% del valore complessivo del settore latte 

(ISMEA, 2021). Con circa 75.000 mila tonnellate prodotte, l'Italia è leader 

nell'Unione Europea per la produzione di formaggi ovini (ISMEA, 2020). Appare 

quindi evidente che il comparto ovino sia particolarmente rilevante in merito 

all’andamento economico di alcune regioni come la Sardegna, dove la raccolta del 

latte ovino rappresenta il 68,92% della produzione italiana (Istat, 2018). La 

Sardegna produce circa il 10% del latte di pecora europeo e una produzione di 

formaggio ovino stimata in 60.000 tonnellate, di cui circa 30.000 destinati alla 

produzione di formaggi a “Denominazione di Origine Protetta” (DOP) che la pone 

al livello di nazioni come la Spagna e le fa precedere altre come Francia e Portogallo 

(Agenzia Laore Sardegna, 2020). 

L'origine del formaggio è particolarmente antica; si fa risalire a 8000 anni fa quando 

questo alimento fermentato veniva prodotto in Medio Oriente. L'Italia è 

caratterizzata da una lunga storia di produzione di formaggi (Gaglio et al., 2021) ed 

è riconosciuta come un paese europeo che dispone di normative atte a proteggere le 

ricette tradizionali e salvaguardare le pratiche di produzione dei prodotti caseari 

(Vazzoler, 2009). Molte delle produzioni casearie italiane godono della 

certificazione DOP (CE n. 509/2006 e CE n. 510/2006), riconoscimento di qualità 

conferito dalla Comunità Europea a tutela di alcuni prodotti agricoli e alimentari 

prodotti in una determinata zona secondo i relativi disciplinari di produzione 

(Regulation (EC) No 1151/2012). 

 L'Unione Europea ha assegnato il marchio DOP a oltre 180 formaggi e di questi, 

50 sono prodotti italiani (Lora et al., 2020). Ciò dimostra che l'Italia è il Paese 

Europeo con il maggior numero di formaggi DOP registrati (DOOR, 2018). 

La più ampia tradizione di trasformazione del latte di pecora è concentrata nelle 

regioni meridionali. Il formaggio ovino infatti è prodotto quasi in tutta Italia, con 

denominazioni che ne indicano rigorosamente la provenienza geografica come 
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Pecorino Romano, Pecorino Siciliano, Pecorino Sardo e Pecorino Toscano tra i 

prodotti più conosciuti. Tutti questi formaggi sono considerati prodotti tipici in 

quanto trasformati a seguito dell’applicazione di processi produttivi tradizionali in 

determinate aree geografiche (Gaglio et al., 2021).  

Tre formaggi italiani DOP “Pecorino Romano”, “Fiore Sardo” e “Pecorino Sardo”, 

sono prodotti in Sardegna (Vagnoni et al., 2017). Il Pecorino Romano è un 

formaggio a pasta dura che può essere prodotto con latte di pecora crudo o 

termizzato, generalmente inoculato con un tradizionale fermentato naturale, la 

“scotta-innesto” (Chessa et al., 2021). Il Fiore Sardo è il più antico e tradizionale 

formaggio a pasta dura prodotto con latte crudo di pecora intero prodotto in 

Sardegna (Urgeghe et al., 2012). Il Pecorino Sardo è un formaggio a pasta semicotta 

prodotto con latte di pecora (se necessario, termizzato o pastorizzato a discrezione 

del casaro). A seconda del tempo di maturazione, si distinguono due tipologie di 

Pecorino Sardo: “Dolce” e “Maturo” (Madrau et al., 2006). Il primo, rientra nella 

categoria dei formaggi a pasta molle, con un periodo di stagionatura da 20 a 60 

giorni; il “Maturo”, invece, necessita di una stagionatura di almeno 60 giorni (2-4 

mesi) (Pirisi et al., 2014).  

L'Italia detiene il primato nelle esportazioni di formaggi ovini, con il 36% della 

quota di mercato, seguita dalla Francia (20%). Il 21,8% delle pecore da latte del 

territorio si trova in Sardegna (Pulina et al., 2018), ed è chiaro quindi che il settore 

lattiero-caseario ovino abbia un’importante rilevanza economica per l’isola. Per 

andare incontro alle esigenze di mercato, le aziende del settore alimentare hanno 

dovuto sviluppare sistemi innovativi al fine di garantire la sicurezza alimentare di 

prodotti con tempi di conservazione sempre più lunghi. Le aziende casearie nel 

mercato competitivo della “Grande Distribuzione Organizzata” (GDO) e 

dell’export sempre più spesso adattano la produzione in funzione delle esigenze del 

consumatore e della distribuzione, con il crescente coinvolgimento di aziende 

leader nel fornire servizi, come ad esempio il porzionamento. Il livello di rischio 

per la sicurezza dei prodotti alimentari cresce con l’incremento della produttività, 
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nonostante la corretta applicazione delle procedure igieniche (GHP) e di 

lavorazione (GMP). Contaminazioni di prodotti alimentari da parte di 

microorganismi patogeni o agenti di spoilage durante le fasi di porzionamento, 

confezionamento o distribuzione (contaminazioni post processo) hanno causato 

importanti focolai di tossinfezione alimentare. Alcuni alimenti tra cui latte crudo, 

formaggi a pasta molle, carni pronte e pesce affumicato, sono considerati ad alto 

rischio di contaminazione da Listeria monocytogenes. Particolare attenzione è 

rivolta agli alimenti ready-to-eat (RTE) in grado di supportare la crescita di L. 

monocytogenes che può raggiungere livelli di contaminazione più elevati, anche a 

temperature di refrigerazione, e comportare un rischio per il consumatore (Fox et 

al., 2011). L. monocytogenes è uno dei principali agenti patogeni a trasmissione 

alimentare al mondo e perciò attira gran parte dell'attenzione nella ricerca e nella 

sorveglianza da parte delle agenzie governative e dell'industria alimentare (Matle 

et al., 2020). 

L. monocytogenes è un batterio psicrotrofo e Gram positivo ed è l'agente eziologico 

della listeriosi umana, con un tasso di mortalità che può arrivare al 30%. La 

gastroenterite, la meningite e la setticemia sono state riportate come le principali 

manifestazioni cliniche della listeriosi. Il monitoraggio dei casi di malattia associati 

a L. monocytogenes e la sua dimostrata capacità di sopravvivenza in condizioni 

difficili come la refrigerazione e la conservazione in atmosfera modificata e 

persistenza negli ambienti di trasformazione degli alimenti, indica una potenziale 

continua esposizione degli alimenti a questo microorganismo durante la lavorazione 

e nelle fasi post-lavorazione (Bahrami et al., 2020). 

Le tecnologie di produzione dei formaggi e l’adozione di corrette prassi igieniche 

offrono ostacoli che minimizzano il rischio microbiologico fino a livelli bassi, 

mentre le fasi post-processo possono essere causa di una nuova contaminazione. 

Come accennato, le industrie, su richiesta dei mercati e della grande distribuzione 

(GDO), hanno integrato il ciclo della produzione con il porzionamento e hanno 

evidenza della frequente contaminazione ambientale negli stabilimenti da parte di 
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L. monocytogenes, con potenziale trasferimento del microorganismo da parte di 

superfici a contatto. Le aziende casearie possono incorrere in azioni di 

ritiro/richiamo da parte dell’Autorità Competente in caso di riscontro di L. 

monocytogenes in prodotti immessi sul mercato. Ciò determina gravi ripercussioni 

economiche per le aziende alimentari sia in termini economici che di immagine.  

I consumatori si aspettano che gli alimenti disponibili sul mercato siano sicuri, ma 

allo stesso tempo sono consapevoli dei potenziali effetti nocivi degli additivi 

chimici (Castro et al., 2011). Appare quindi fondamentale adottare sistemi di 

innovazione che, pur mantenendo la tradizione, garantiscano la sicurezza 

alimentare. Negli ultimi anni, i microrganismi probiotici sono stati proposti come 

antimicrobici alternativi contro i patogeni per migliorare la sicurezza alimentare 

(Hossain et al., 2017). L'uso di batteri lattici (LAB) produttori di sostanze 

antimicrobiche come le batteriocine, il perossido di idrogeno, l’etanolo e altri acidi 

organici per il controllo dei patogeni di origine alimentare, è una strategia sempre 

più diffusa nelle industrie alimentari (Morandi et al., 2019). I LAB che consentono 

l'inibizione di microrganismi indesiderati (patogeni e alteranti) sono definiti 

“Colture Protettive” (Settanni e Moschetti, 2010). 

Le colture protettive disponibili in commercio, composte da batteri lattici 

selezionati, sono sicure e facili da usare negli alimenti, ma presentano alcune 

limitazioni. Le normative su cui si basano i disciplinari DOP, infatti, non 

consentono l'aggiunta di sostanze o microrganismi che non appartengono al 

prodotto stesso (Martín et al., 2022). Sulla base di queste considerazioni l’obiettivo 

del presente lavoro è stato quello di selezionare e identificare batteri lattici termofili 

autoctoni isolati da latte crudo ovino prodotto in Sardegna al fine del loro utilizzo 

come colture protettive contro la crescita di L. monocytogenes nel Pecorino Sardo 

DOP. Lo studio ha incluso la valutazione dell'attività antimicrobica in vitro di una 

coltura protettiva commerciale e di microorganismi lattici termofili autoctoni nei 

confronti di L. monocytogenes, e la loro adattabilità al processo di produzione di 

formaggio.  
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È stato condotto un challenge test per valutare il potenziale di crescita di L. 

monocytogenes nei formaggi contaminati artificialmente e inoculati con le colture 

protettive con lo scopo di studiarne l'efficacia nel ridurre o eliminare il patogeno.  
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CAPITOLO I: INTRODUZIONE 

 
1.1. Listeria monocytogenes 
 
Il genere Listeria appartiene al phylum Firmicutes, classe Bacilli, ordine Bacillales 

(Matle et al., 2020). Listeria è stata classificata nella famiglia delle 

Corynebacteriaceae secondo la 7a edizione del Manuale di batteriologia 

sistematica di Bergey (Goodfellow et al., 2012), ma è stata inserita in una nuova 

famiglia, denominata Listeriaceae, nel 2004 (Shamloo et al., 2019). Sono batteri 

Gram-positivi a forma bastoncellare, asporigeni, anaerobi facoltativi, catalasi 

positivi e ossidasi negativi, con dimensioni 0,5–4 μm di diametro e 0,5–2 μm di 

lunghezza (Jamshidi & Zeinali, 2019).  

Il genere Listeria è costituito da 20 specie a basso contenuto di guanina (G) + 

citosina (C) (38%), che comprende L. monocytogenes, L. marthii, L. innocua, L. 

welshimeri, L. seeligeri, L. costaricensis, L. ivanovii, L. grayi, L. rocourtiae, L. 

fleischmannii, L. newyorkensis, L. weihenstephanensis, L. floridensis, L. aquatica, 

L. thailandensis, L. cornellensis, L. riparia, L. booriae, L. Goaensis e L. 

Grandensis. Tra le specie del genere Listeria, L. monocytogenes e Listeria ivanovii, 

sono patogene (Matereke et al., 2020).  

Le specie di Listeria sono generalmente mobili, per mezzo di flagelli, a temperature 

comprese tra 24 °C e 28 °C ma non mobili al di sopra dei 30°C. Queste specie sono 

catalasi positive e ossidasi, urea e indolo negative e idrolizzano l'esculina. Hanno 

anche la capacità di tollerare concentrazioni di NaCl fino al 20% (peso/volume 

[p/v]) e crescono in un intervallo di pH compreso tra 4,4 e 9,6. La loro temperatura 

di crescita varia da –2 °C a +45 °C, con un optimum a +37 °C e possono 

sopravvivere con valori di attività dell’acqua relativamente bassi (aw < 0,90) 

(Tabella). Queste condizioni di crescita contribuiscono alla loro versatilità e ne 

consentono la sopravvivenza in condizioni ambientali estreme come quelle presenti 

negli impianti di produzione e trasformazione degli alimenti, rappresentando 

pertanto un serio problema per l'industria alimentare (Matle et al., 2020).  
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Tabella: Caratteristiche di crescita/sopravvivenza di L. monocytogenes (ceppo specifico) in brodo 

di crescita (EURL Lm Technical Guidance Document; European Union Reference Laboratory for 

Listeria monocytogenes, 2014) 

 
 MIN. 

(limite minimo di 

crescita) 

OPTIMUM DI 

CRESCITA 

(crescita più 

rapida) 

MAX. 

(limite massimo 

di crescita) 

SOPRAVVIVENZA 

(ma non crescita) 

Temperatura 

(°C) 
-2 30 - 37 45 -18 

pH 4,0 – 4,3 7,0 9,6 3,3 – 4,2 

aw 
0.92 

(0,90 con glicerolo) 
0,99 / <0,90 

NaCl   12 ≥20 

Atmosfera / 

Gas 

Anaerobio facoltativo e microaerofilo, capace di crescere in presenza/assenza di 

O2. (es. sotto vuoto o atmosfera di gas modificato) 

 

L. monocytogenes è stata descritta per la prima volta da Hülphers nel 1910 a seguito 

dell’isolamento da un fegato necrotico di un coniglio in Svezia e denominata 

Bacillus hepatis (Hülphers, 1911). Murray isolò un batterio simile nel 1926 come 

agente eziologico di malattia in conigli e porcellini d'India e lo chiamò Bacterium 

monocytogenes (Murray et al.,1926). Nell'uomo L. monocytogenes fu isolata per la 

prima volta da Nyfeldt nel 1929 e nello stesso anno Gill descrisse anche la malattia 

negli ovini, denominata “malattia del circolo” (Nyfeldt 1929; Gill et al. 1937; Matle 

et al., 2020). La listeriosi è stata quindi definita come zoonosi e negli anni '80, dopo 

diversi focolai, è stato identificato come patogeno di origine alimentare (Schlech et 

al., 1983).   

L. monocytogenes è la principale causa di listeriosi di origine alimentare nell'uomo. 

Raramente, infezioni di origine alimentare sono state segnalate da altre specie di 

Listeria. I vari ceppi di L. monocytogenes hanno potenziale patogeno diverso, 

poiché alcuni sono molto virulenti, mentre altri sono considerati agenti non infettivi. 
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La determinazione del potenziale patogeno di L. monocytogenes è importante dal 

punto di vista della sicurezza alimentare e della salute pubblica. L'identificazione 

di ceppi virulenti può essere ottenuta tracciando alcuni geni direttamente correlati 

alla patogenicità (Jamshidi & Zeinali, 2019).  

 

1.2. Caratterizzazione filogenetica di Listeria monocytogenes 
 
I ceppi di L. monocytogenes sono geneticamente eterogenei e possono essere 

raggruppati in: 

• quattro lineage filogenetici I-IV;  

• tredici sierotipi; 

• cinque sierogruppi molecolari;  

• 63 complessi clonali (CC) mediante Multi Locus Sequence Typing (MLST) 

(Schiavano et al., 2021).  

Sulla base di antigeni somatici (Antigene O) e flagellari (Antigene H), L. 

monocytogenes può essere raggruppata nei seguenti 13 sierotipi: 1/2 a, 1/2 b, 1/2 c, 

3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7 (Datta & Burall, 2018; Orsi et al., 2011). 

A causa della complessità delle tecnichedi sierotipizzazione classica mediante la 

reazione antigene-anticorpo, sono stati sviluppati diversi metodi basati sul DNA 

che dipendono dalla presenza/assenza di sequenze geniche. Utilizzando un metodo 

basato sulla PCR, Doumith (Doumith et al., 2004) ha riportato per primo un 

approccio che ha portato alla formazione di cinque sierogruppi: I.1 (1/2a-3a), I.2 

(1/2c-3c), II.1 (4b-4d-4e), II. 2 (1/2b-3b-7) e III (4a-4c). I metodi di 

raggruppamento dei sierotipi mediante PCR sono basati sull’identificazione dei 

geni bersaglio lmo0737, lmo1118, ORF2819 e ORF2110 (Leclercq et al., 2011) 

Sebbene tutti i ceppi di L. monocytogenes siano considerati patogeni, non è chiaro 

il motivo per cui alcuni sierotipi siano maggiormente rappresentati tra gli isolati 

clinici e altri tra gli isolati alimentari e ambientali (Datta et al., 2018). Nello 

specifico, i ceppi appartenenti ai lineage I e II sono i più rappresentativi in termini 
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di numero di ceppi isolati nel mondo e impatto sulla malattia (Aguilar-Bultet et al., 

2018). Tuttavia, solo tre sierotipi (1/2a, appartenente al lineage II; 1/2b e 4b, 

appartenenti al lineage I) sono stati associati al 98% di tutti i casi di listeriosi umana. 

Il lineage I è stato associato a casi di listeriosi epidemica ed è collegato alle infezioni 

del sistema nervoso centrale (Aguilar-Bultet et al., 2018) mentre il lineage II è stato 

associato a isolati provenienti da alimenti. È evidente che la variazione genetica tra 

i due lineage si traduce nella capacità del lineage I di infettare gli esseri umani in 

modo più efficiente e nella capacità del lineage II di colonizzare i substrati 

alimentari. Inoltre, gli isolati del lineage II hanno una virulenza ridotta rispetto al 

lineage I. Questa riduzione della virulenza può, in parte, essere dovuta 

all'osservazione che oltre il 30% degli isolati di lineage II contengono un codone di 

stop prematuro nel gene che codifica per l'internalina A (inlA), un fattore chiave di 

virulenza richiesto per l'invasione delle cellule epiteliali (Bechtel et al., 2021). È 

interessante notare che gli isolati appartenenti al lineage II sembrano albergare un 

numero maggiore di plasmidi rispetto a quelli appartenenti al lineage I e tali 

plasmidi spesso conferiscono resistenza ai metalli tossici e presumibilmente ad altri 

composti che possono essere riscontrati nell'ambiente. Inoltre, gli isolati del lineage 

II sembrano essere più resistenti alle batteriocine rispetto agli isolati del lineage I, 

il che probabilmente conferisce un vantaggio in ambienti in cui gli organismi 

produttori di batteriocine sono numerosi. L'evidenza complessiva suggerisce che i 

quattro lineage di L. monocytogenes finora identificati presentino caratteristiche 

ecologiche, genetiche e fenotipiche distinte che sembrano influenzare la loro 

capacità di trasmissione attraverso gli alimenti e di causare malattie nell'uomo (Orsi 

et al., 2011). 

Ceppi di L. monocytogenes diversi, isolati da siti anche molto distanti tra loro 

possono essere geneticamente simili e addirittura appartenere allo stesso complesso 

clonale (CC), ovvero gruppi di isolati geneticamente correlati che si presume 

discendano da un antenato comune recente (Ragon et al., 2008; Cardenas-Alvarez 

et al., 2019). L'identificazione di questi gruppi clonali distribuiti a livello globale è 
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stata determinante per valutare la biodiversità di L. monocytogenes e comprendere 

il potenziale patogeno e l'epidemiologia relativi a diverse sottopopolazioni di L. 

monocytogenes. (Chen et al., 2016). Un CC è definito da uno schema di Multi Locus 

Sequence Type (MLST) a 7 loci come un gruppo di ceppi i cui profili allelici 

(Sequence Type - ST) differiscono per non più di un allele da almeno un altro ST 

nel gruppo. Un ST che differisce da tutti gli altri ST esistenti nell'intera specie per 

almeno due alleli definisce un CC (Chen et al., 2020). Secondo questo principio, 

ogni CC comprende ceppi con un alto livello di analogia genetica e dunque, isolati 

di differenti complessi clonali, sono meno correlati rispetto ad altri che fanno parte 

del medesimo complesso clonale (Sammarco et al., 2014). Particolare attenzione è 

stata posta sul complesso clonale 1 (CC1). Questo è un gruppo clonale cosmopolita 

isolato per la prima volta da un soldato italiano affetto da meningite durante la prima 

guerra mondiale. In particolare, CC1 è il complesso clonale clinico più diffuso in 

diversi paesi e corrisponde al 20% di tutti gli isolati clinici di L. monocytogenes 

depositati presso il National Center for Biotechnology Information (NCBI). Il CC1 

è stato riportato in diverse matrici alimentari, compresi i prodotti lattiero-caseari, 

che possono essere fortemente contaminati e costituiscono una delle principali fonti 

di listeriosi umana (Moura et al., 2020).  

Uno studio condotto da Chenal-Francisque et al., sulla distribuzione mondiale dei 

principali cloni di L. monocytogenes ha dimostrano chiaramente l'elevata 

prevalenza di pochi cloni frequenti in diverse regioni del mondo. CC1 e CC2 

(entrambi appartenenti al Lineage I) erano predominanti in tutte le regioni del 

mondo ad eccezione dell'Africa settentrionale per CC1. CC3 (Lineage I) si è 

classificato tra i 4 cloni più comuni in tutte le regioni, mentre CC9 (Lineage II) si è 

classificato terzo in Europa e nell'emisfero occidentale. Complessivamente, questi 

4 cloni rappresentano il 50% degli isolati alimentari e il 68% degli isolati clinici 

(Chenal-Francisque, et al., 2011). 
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Tabella. Sintesi dei lineage filogenetici di L. monocytogenes. (Orsi et al., 2011).  

 

Lineage Identificazione iniziale Sierotipi Caratteristiche 

genetiche 

Distribuzione 

I Descritto per la prima 

volta in uno studio 

MLEE1 

 di Piffaretti et al., 1989 

1/2b, 3b, 

3c, 4b 

La diversità più bassa 

tra i lineage; livelli più 

bassi di ricombinazione 

tra i lineage 

Comunemente 

isolato da varie 

fonti; molto 

frequente tra gli 

isolati umani 

II Descritto per la prima 

volta in uno studio 

MLEE1  

di Piffaretti et al., 1989. 

1/2a, 

1/2c, 3a 

Livelli di 

ricombinazione più 

diversi e più alti 

Comunemente 

isolato da varie 

fonti; molto 

frequente negli 

alimenti e nei 

loro ambienti di 

produzione, 

nonché gli 

ambienti 

naturali 

III Descritto per la prima 

volta utilizzando analisi 

di dati di sequenza 

parziale da Rasmussen 

et al., 1995. 

4a, 4b, 4c Molto vario; livelli di 

ricombinazione tra 

quelli del lineage I e del 

lineage II 

La maggior 

parte degli 

isolati ottenuti 

da ruminanti 

IV Descritto per la prima 

volta utilizzando analisi 

di dati di sequenza 

parziale da Roberts et 

al., 2006.   

4a, 4b, 4c Pochi isolati analizzati 

fino ad oggi. 

La maggior 

parte degli 

isolati ottenuti 

da ruminanti 

1 MLEE: studio di tipizzazione mediante Multilocus Enzyme Electrophoresis 
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1.3. Fisiologia e patogenesi di Listeria monocytogenes 
 
Diverse caratteristiche fisiologiche di L. monocytogenes rendono questo 

microorganismo particolarmente interessante nel campo delle malattie infettive, 

della microbiologia e della biologia cellulare. Questo patogeno intracellulare può 

infettare cellule ospiti umane e animali, sopravvivere e crescere in condizioni molto 

diverse tra loro, e superare barriere fisiopatologiche, come l'epitelio intestinale, la 

barriera ematoencefalica e la placenta. L. monocytogenes sovverte i recettori delle 

cellule ospiti, gli organelli e il citoscheletro in diverse fasi dell'infezione, 

manipolando molte funzioni cellulari che includono il trasporto di ioni, le modifiche 

post-traduzionali, le risposte immunitarie innate, nonché l'espressione genica e la 

stabilità del DNA (Pizarro-Cerda & Cossart, 2018).  

Si ritiene che il 99% delle infezioni causate da L. monocytogenes sia di origine 

alimentare (Orsi et al., 2011). Dopo l’ingestione di alimenti contaminati, L. 

monocytogenes si moltiplica nel lume intestinale, attraversa la barriera intestinale 

e, dopo aver raggiunto i linfonodi mesenterici, entra nel flusso sanguigno e 

raggiunge il fegato e la milza, dove prolifera. Il rilascio di batteri nel flusso 

sanguigno può dar luogo a setticemia. In alcuni casi, L. monocytogenes può 

attraversare la barriera ematoencefalica negli individui immunocompromessi o la 

barriera placentare nelle donne in gravidanza come mostrato nella Figura che segue 

(Radoshevich et al., 2018).  
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Schema dell'infezione da L. monocytogenes di un ospite umano. 

 
 

a. Il ciclo infettivo intracellulare si compone di fasi distinte (Luque-Sastre et 

al., 2018): invasione della cellula ospite eucariota;  

b. fuga dal vacuolo intracellulare, 

c. proliferazione intercellulare;  

d. diffusione intercellulare basata sui filamenti di actina; 

e. disseminazione nella cellula adiacente. 

Prove in vitro hanno dimostrato che L. monocytogenes entra in quasi tutte le cellule 

aderenti, ma l'efficienza dell'assorbimento può variare di oltre 10.000 volte. I 

macrofagi e le linee cellulari simili ai macrofagi possono interiorizzare fino a 20 

batteri per cellula, mentre le linee cellulari di fibroblasti interiorizzano meno di un 

batterio per cellula (Portnoy et al., 2002). Dopo l'ingresso in cellule non fagocitiche 

o l'assorbimento da parte delle cellule fagocitiche, L. monocytogenes viene 

interiorizzata nel vacuolo. Questo primo passaggio porta al riarrangiamento del 

citoscheletro. Nella maggior parte dei casi, il batterio fuoriesce dal vacuolo 

distruggendo fisicamente la membrana vacuolare attraverso l'attività di potenti 

fattori di virulenza. L. monocytogenes può sopravvivere e dividersi nel citosol delle 
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cellule ospiti e quindi ne altera una serie di organelli e di processi biologici 

(Radoshevich et al., 2018). 

Il ciclo di vita intracellulare di L. monocytogenes è illustrato nella Figura che segue 

(Luque-Sastre et al., 2018). 

 
Figura: Ciclo invasivo e replicativo di L. monocytogenes all’interno delle cellule. 

 
 

a) Invasione: Listeria entra nelle cellule ospiti tramite un meccanismo a 

cerniera, che richiede l'interazione delle internaline di superficie InlA e InlB 

con i rispettivi recettori di superficie cellulare E-caderina e Met.  

b)  Lisi del vacuolo: il vacuolo endocitico viene rotto tramite l'azione degli 

effettori secreti ovvero la tossina che forma i pori listeriolysin O (LLO) e la 

fosfatidilinositide fosfolipasi C (PI-PLC).  

c) Replicazione: I batteri possono replicarsi nel citosol, utilizzando le risorse 

citosoliche a proprio vantaggio.  

d) Polimerizzazione dell’actina: la proteina di superficie batterica ActA stimola 

la polimerizzazione dell'actina cellulare attraverso il reclutamento del 

complesso Arp2/3. Ciò consente la motilità intracellulare e la diffusione da 

cellula a cellula dei batteri.  
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e) Rottura del vacuolo: la rottura del vacuolo in due membrane è 

principalmente mediata dall'azione di LLO e della fosfolipasi C specifica 

della fosfatidilcolina (PC-PLC) (Cossart & Lebreton, 2014). 

 

Il patogeno può sfuggire al sistema immunitario dell'ospite grazie alla capacità di 

sopravvivere e proliferare all'interno dei macrofagi.  

La maggior parte dei fattori di virulenza, che svolgono un ruolo essenziale nella via 

di infezione di L. monocytogenes, sono regolati dal regolatore trascrizionale PrfA. 

Un certo numero di proteine di superficie comprese le internaline, come 

l'internalina A (InlA) e l'internalina B (inlB), sono cruciali per l'invasione della 

cellula ospite (Bierne et al., 2007). Altre internaline, InlC e InlJ, partecipano alle 

fasi post-intestinali dell'infezione da L. monocytogenes (Jamshidi, & Zeinali, 2019). 

I geni che codificano per i fattori di virulenza di L. monocytogenes sono sparsi nel 

genoma (per esempio il locus inlA-inlB, bsh, inlC, lap, e altri) o raggruppati nelle 

isole di patogenicità LIPI-1, LIPI-3 e LIPI-4. Il locus inlA - inlB codifica per le 

proteine di superficie InlA e InlB, e, insieme a LIPI-1, è necessario per le fasi chiave 

del parassitismo intracellulare (adesione, interiorizzazione, sopravvivenza e 

disseminazione intracellulare). È importante sottolineare che i locus inlA - inlB e 

LIPI-1 sono conservati in quasi tutti gli isolati di L. monocytogenes, evidenziando 

il loro ruolo cruciale per la patogenicità. È importante sottolineare che oltre il 30% 

degli isolati di lineage II (sovrarappresentati negli alimenti) ospitano codoni di stop 

prematuri nel gene inlA, portando all'attenuazione della virulenza. La genomica 

comparativa tra cloni ipo e ipervirulenti ha portato alla scoperta di nuovi fattori di 

virulenza come LIPI-3 e LIPI-4. LIPI-4 è presente nel CC4 di L. monocytogenes 

(complesso clonale significativamente associato a listeriosi materno-fetale e 

malattia neurologica), nei ceppi di L. monocytogenes lineages III e IV e, 

recentemente, in L. innocua (Quereda et al., 2021). Altri importanti geni di 

virulenza di L. monocytogenes come bsh o inlC non sono raggruppati in isole di 

patogenicità ma sono sparsi nel genoma e sono controllati positivamente 
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dall'attivatore trascrizionale PrfA (Quereda et al., 2021; Gouin et al., 2010). Come 

descritto, un altro elemento caratterizzante il meccanismo patogenetico di L. 

monocytogenes è la capacità di trasportare una tossina chiamata listeriolysin O 

(LLO), proteina di 58 KDa codificata dal gene hlyA, che è fondamentale per la 

virulenza del batterio in quanto consente la comparsa di pori (Jamshidi, & Zeinali, 

2019).  

La dose infettiva di L. monocytogenes non è stata determinata con sciurezza, ma si 

ritiene che possa variare in base al ceppo, alla suscettibilità dell'ospite, e alla matrice 

alimentare coinvolta che può influenzare la relazione dose-risposta. Per esempio, 

nei casi di malattia associati al latte crudo o non adeguatamente pastorizzato, è 

probabile che meno di 1.000 cellule possano causare malattie in individui sensibili 

(FDA, 2012). 

 

1.4. La listeriosi umana 

1.4.1. Generalità e sintomatologia  

La listeriosi è un'infezione causata dal consumo di alimenti contaminati dal batterio 

Listeria monocytogenes. Infezioni invasive possono determinare sintomi gravi 

come setticemia, encefalite e meningite in gruppi ad alto rischio definiti “YOPI” 

(young, old, pregnant and immunocompromised) (Habann, 2013), e/o affetti da 

altre condizioni gravi (come diabete, insufficienza renale, malattie del fegato e 

HIV) (FDA- CDER, 2019). Le persone che non presentano questi fattori di rischio 

sono raramente interessate. L'infezione provoca uno spettro di malattie, che vanno 

dalla gastroenterite febbrile alla malattia invasiva, tra cui batteriemia, sepsi e 

meningoencefalite (Hernandez-Milian & Payeras-Cifre, 2014).  

Quasi tutti coloro a cui viene diagnosticata la listeriosi presentano un'infezione 

invasiva e, sebbene le persone a volte possano sviluppare la listeriosi fino a due 

mesi dopo aver ingerito alimenti contaminati, i sintomi di solito iniziano entro 

diversi giorni. I sintomi variano a seconda che siano coinvolte persone ad alto 
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rischio o individui sani. Nel primo caso, i sintomi possono includere febbre, dolori 

muscolari, mal di testa, torcicollo, confusione, perdita di equilibrio e convulsioni. 

La listeriosi materno-fetale non porta mai alla mortalità materna e non è 

praticamente mai associata alla forma neurologica materna. In questi casi i sintomi 

nella madre includono febbre, brividi e mal di testa, e più dell'80% delle madri 

infette presenta gravi complicazioni fetali: natimortalità, parto prematuro o 

infezione pericolosa per la vita del neonato. Le persone sane raramente sviluppano 

una listeriosi invasiva. Tuttavia, le persone esposte a una concentrazione molto 

elevata del patogeno possono sviluppare una forma non invasiva ma accompagnata 

da diarrea e febbre (FDA- CDER, 2018; FDA- CDER, 2019).  

Negli ultimi tre decenni si è registrato un forte calo del numero di casi materno-

neonatali, in concomitanza con la maggiore sorveglianza in ambito alimentare e 

delle campagne informative sulle misure preventive per evitare la listeriosi. A 

differenza della listeriosi materno-fetale, batteriemia e forma neurologica sono 

quasi costantemente associate a comorbidità immunosoppressive, tra cui cirrosi, 

diabete mellito, malattia renale allo stadio terminale, cancro d'organo solido, 

neoplasie ematologiche, trapianto di cellule staminali emopoietiche o di organi 

solidi, asplenia, neutropenia, linfopenia, infezione da HIV, malattie infiammatorie 

intestinali, malattie reumatiche infiammatorie e altre malattie autoimmuni, 

immunodeficienza congenita, prescrizione di corticosteroidi o altre terapie 

immunosoppressive negli ultimi 5 anni ed età superiore a 70 anni (Lecuit, 2020).  

1.4.2. Terapie 

Il trattamento della listeriosi avviene mediante la somministrazione di antibiotici. 

La terapia standard per le infezioni gravi è a base di amoxicillina o ampicillina, 

spesso in associazione con la gentamicina; occasionalmente può essere usata la 

vancomicina nelle infezioni non meningee, mentre l'eritromicina è usata durante la 

gravidanza (Baquero et al., 2020). È rilevante sottolineare che negli ultimi decenni 

sono stati sempre più comunemente riscontrati fenomeni di resistenza di L. 
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monocytogenes a molti agenti antimicrobici. Nell'uomo, gli isolati di L. 

monocytogenes hanno mostrato resistenza alla tetraciclina e alla 

ciprofloxacina; negli alimenti, è stata descritta un'elevata prevalenza di resistenza 

ad ampicillina, penicillina G e tetraciclina in ceppi isolati da filiere di carne, pesce 

e latticini (Rugna et al., 2021). Mentre le terapie antiretrovirali attive e la profilassi 

antimicrobica mediante cotrimossazolo mitigano entrambi il rischio di listeriosi 

associata all'infezione da HIV, un recente focolaio in Sud Africa ha 

drammaticamente sottolineato che l'infezione da HIV incontrollata costituisce un 

importante fattore di rischio per la listeriosi (Thomas, et al., 2020).  

1.4.3. Incubazione 

Nelle malattie di origine alimentare il periodo di incubazione è il periodo che 

intercorre tra il consumo di un prodotto contaminato e l'insorgenza dei primi 

sintomi della malattia. A differenza delle comuni malattie di origine alimentare 

come la salmonellosi, il periodo di incubazione della listeriosi può essere 

lungo. Molteplici aspetti della listeriosi rendono difficile la determinazione di un 

preciso periodo di incubazione. In primo luogo, L. monocytogenes può contaminare 

una grande varietà di alimenti, il che ostacola l'identificazione di una fonte di 

alimento infetta. In secondo luogo, poiché si ritiene che il periodo di incubazione 

sia variabile e lungo, possono essere sospettati alimenti consumati durante un lungo 

periodo (di solito 30 giorni). Infine, molti alimenti contaminati da L. 

monocytogenes presentano una lunga shelf-life (diversi giorni o settimane) e 

possono quindi essere consumati dal paziente in più occasioni. Pertanto i dati sul 

periodo di incubazione riferiti alle singole esposizioni sono scarsi.  

Dati sul periodo di incubazione più breve sono stati osservati nel caso della 

gastroenterite associata a L. monocytogenes (un giorno). Il periodo di incubazione 

è breve anche per i casi di batteriemia, con una media di 2 giorni, mentre è più lungo 

per i casi di malattia neurologica, con una media di 9 giorni.  Nelle forme associate 

alla gravidanza, il periodo di incubazione è in genere molto più lungo. Una 
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probabile spiegazione è che vi sia un ritardo tra batteriemia e infezione del feto 

dovuto al tempo necessario a L. monocytogenes per colonizzare la placenta e per 

indurre una infiammazione, che è all'origine dell'infezione fetale. Una volta 

colonizzata, la placenta funge da serbatoio di infezione per la madre. 

Le situazioni in cui il periodo di incubazione della listeriosi può essere determinato 

con precisione sono eccezionali. È possibile ottenere indicazioni del legame tra un 

alimento contaminato e una malattia in situazioni di focolaio, ma tali prove sono 

raramente disponibili per i casi sporadici. La situazione più adatta alla 

documentazione di un preciso periodo di incubazione è un focolaio legato ad un 

unico pasto, poiché il momento del consumo del prodotto incriminato coincide con 

il momento della contaminazione. Quando l'epidemia è dovuta a un prodotto 

consumato per un periodo di tempo più lungo o su base regolare, è estremamente 

difficile identificare la data esatta dell’infezione (de Valk et al., 2013).   

La durata dei sintomi dipende generalmente dallo stato di salute della persona 

infetta. I sintomi possono durare da giorni a diverse settimane (FDA, 2012b).  

 

1.5.  Alimenti a rischio e quadro normativo  
 
L. monocytogenes è diffusa in natura poiché facente parte della flora fecale di molti 

mammiferi ed è spesso causa di tossinfezioni alimentari. (EpiCentro, ISS, 2016). 

Inoltre, in una percentuale di popolazione compresa tra l'1% e il 10% viene 

riscontrata la presenza di L. monocytogenes nelle feci (Hernandez-Milian & 

Payeras-Cifre, 2014).  

Sebbene esistano altre modalità di trasmissione, gli alimenti sono stati chiaramente 

identificati come la più importante fonte di infezione (Figura di seguito).  
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Figura: Schema delle vie di trasmissione di L. monocytogenes dagli ambienti esterni all'ambiente 

dell'industria alimentare, alimentare e umana. La figura include una selezione di fattori intrinseci ed 

estrinseci noti per modulare l'idoneità di L. monocytogenes in base all'habitat.(Kallipolitis et al., 

2020). 

 

L'elevata prevalenza di L. monocytogenes negli alimenti, in combinazione con un 

alto tasso di mortalità per listeriosi, rende L. monocytogenes un problema 

decisamente rilevante e complesso nella valutazione del rischio microbiologico e 

nella gestione dello stesso (Nørrung et al., 1999). L'alto tasso di mortalità dei casi 

di listeriosi ha portato i governi e le agenzie per la sicurezza alimentare di tutto il 

mondo a intraprendere misure per ridurre la presenza di L. monocytogenes nelle 

filiere di produzione degli alimenti (Orsi et al., 2011). 

L. monocytogenes è un microrganismo ubiquitario in natura e può contaminare gli 

ambienti di lavorazione, rappresentando una minaccia per le industrie del settore 

alimentare. Ciò riguarda in modo particolare gli alimenti ready-to-eat (RTE) poiché 

non subiscono alcun trattamento termico o altra fase antimicrobica tra la produzione 

e il consumo. Pertanto, sistemi di controllo nei confronti di L. monocytogenes 

risultano essere importanti per i settori produttivi e soprattutto per la salute pubblica 

(Jordan & McAuliffe, 2018). Le categorie di alimenti RTE tipicamente associate 

alla listeriosi umana, ovvero "carne e prodotti a base di carne", "pesce e prodotti 

ittici" e "latte e prodotti derivati dal latte", continuano ad essere importanti dal punto 

di vista della sicurezza alimentare. Inoltre, anche gli alimenti di origine vegetale e 
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gli alimenti congelati sono stati coinvolti in focolai (ad es. melone, mele 

caramellate, gelato), a dimostrazione del fatto che quasi tutti gli alimenti RTE, in 

determinate condizioni, possono favorire la crescita di L. monocytogenes e/o che se 

consumati da persone altamente suscettibili, hanno il potenziale per contribuire al 

carico della malattia (EFSA, 2018). 

Esistono numerose vie di contaminazione che consentono a L. monocytogenes di 

entrare nella catena alimentare RTE. Il suolo e l'acqua sono considerati le fonti 

primarie di L. monocytogenes per la trasmissione ai vegetali, ai mangimi, agli 

animali e alla catena alimentare. La materia prima che dalla produzione primaria 

entra nel processo produttivo è considerata di grande importanza per la presenza 

del patogeno nel prodotto finito. Infatti, maggiore è la concentrazione di agenti 

patogeni nella materia prima, più efficaci devono essere le misure applicate per 

ridurre le concentrazioni a livelli accettabili. Inoltre, la concentrazione di L. 

monocytogenes nelle materie prime all’ingresso negli stabilimenti di 

trasformazione, è direttamente proporzionale alla possibilità di contaminazione 

dell'ambiente di lavorazione. La trasformazione degli alimenti RTE può comportare 

varie fasi di manipolazione, come: triturazione, aggiunta di aromi, leganti, diluenti 

ed emulsionanti, conservanti, decontaminazione, trattamenti termici 

(pastorizzazione, cottura, bollitura, ecc.), stagionatura, affumicatura, fermentazione 

ed essiccazione. La maggior parte di questi passaggi ha il potenziale per ridurre i 

livelli dei microorganismi patogeni negli alimenti RTE, ma l'efficacia delle misure 

di controllo deve essere conformata al tipo di alimento e alla progettazione del 

processo. Un altro punto critico è la possibilità per gli alimenti RTE di essere 

ricontaminati durante l'ulteriore lavorazione e manipolazione attraverso superfici a 

contatto con gli alimenti, macchinari di lavorazione, operatori (EFSA, 2018).  

La contaminazione degli alimenti da L. monocytogenes che avviene dopo il 

trattamento termico, durante le manipolazioni post-processo è principalmente 

dovuto alla capacità del microrganismo di formare biofilm. I microorganismi 

organizzati all’interno di un biofilm, possono risultare più resistenti ai disinfettanti 
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e agli agenti antimicrobici e pertanto persistere negli ambienti di lavorazione e in 

superfici con cui l’alimento potrebbe venire a contatto. Pertanto, la corretta 

applicazione delle procedure di pulizia e disinfezione e la progettazione igienica 

delle apparecchiature sono fondamentali per la sorveglianza su L. monocytogenes 

(Jordan et al. 2018). 

È stato ampiamente dimostrato che la contaminazione dei prodotti alimentari si 

verifica solitamente negli impianti di trasformazione o nel corso della vendita al 

dettaglio e meno spesso per trasmissione diretta dagli animali. Appare evidente 

quanto il fattore umano sia cruciale, con particolare riferimento agli operatori che, 

in caso di mancato rispetto delle norme igieniche, possono essere vettori di L. 

monocytogenes lungo la catena (Kurpas et al., 2018).  

Per definire regole riguardanti la prevalenza di L. monocytogenes negli alimenti, 

l'Organizzazione delle Nazioni Unite per l'alimentazione e l'agricoltura (FAO) e 

l'Organizzazione mondiale della sanità (OMS) hanno stabilito standard 

internazionali chiamati Codex Alimentarius (FAO/WHO, 2003; CAC, 2007). In 

questo contesto, appare rilevante citare il documento legislativo internazionale UNI 

EN ISO 22000:2005, pubblicato al fine di armonizzare a livello globale, gli 

standard per la gestione della sicurezza alimentare e HACCP che trova applicazione 

nei Sistemi di Gestione della Sicurezza Alimentare (FSMS) basati su Good Hygiene 

Practices and Production (GHMP) e su Hazard Analysis and Critical Control Points 

(HACCP) (Kurpas et al.,2018).  

Nell'Unione Europea i criteri sulla presenza di L. monocytogenes negli alimenti 

RTE sono gli stessi del Codex e sono stati applicati dal 2006 in poi (Regolamento 

(EC) No. 2073/2005). Il regolamento (CE) n. 2073/2005 sui criteri microbiologici 

per i prodotti alimentari, stabilisce le regole in merito ai criteri microbiologici alle 

quali l'operatore del settore alimentare (OSA) deve sottostare. In tale documento 

viene fatto particolare riferimento ai lattanti e agli alimenti destinati a fini medici 

speciali: gli alimenti pronti destinati a queste categorie devono soddisfare il criterio 

“assenza in 25 gr su 10 unità campionarie”.  
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Gli alimenti RTE con una durata di conservazione prolungata in refrigerazione, 

sono suddivisi in quelli che sono in grado di supportare la crescita di L. 

monocytogenes e quelli che non lo sono. A quest’ultima categoria appartengono i 

prodotti alimentari con pH ≤ 4,4 o con aw ≤ 0,92 e i prodotti alimentari con pH < 

5,0 e aw ≤ 0,94 (Wemmenhove et al., 2021). In questo caso l'OSA deve dimostrare 

il rispetto del limite di 100 CFU/g per tutta la durata di conservazione. Per alimenti 

RTE che sono in grado di supportare la crescita di L. monocytogenes, il criterio è 

“assenza in 25 gr su 5 unità campionarie” al momento dell’immissione sul mercato, 

tranne se il produttore è in grado di dimostrare con soddisfazione dell’Autorità 

Competente (AC) che il prodotto non supererà il limite di 100 UFC/g durante il 

periodo di conservabilità. Se la capacità di un alimento di sostenere la crescita non 

è stata determinata, si presume che si verificherà la crescita e si applica il criterio 

dell'assenza. L’OSA, sotto il controllo dell’AC, dovrà valutare il rischio e 

individuare le misure da adottare. Se i livelli di L. mononocytogenes non superano 

le 100 UFC/gr non è previsto l’obbligo del richiamo e dell’attivazione del sistema 

di allerta rapido RASFF (Regulation (EC) No. 2073/2005; Polese et al., 2014) 

istituito dal Regolamento (CE) 178/2002. 

Al fine di tutelare la salute pubblica, la presenza di L. monocytogenes negli alimenti 

comporta il richiamo/ritiro dal mercato degli alimenti contaminati. Con “richiamo” 

si intende: “Se il prodotto può essere arrivato al consumatore, l'operatore informa 

i consumatori in maniera efficace e accurata del motivo del ritiro e, se necessario, 

richiama i prodotti già forniti al consumatore, quando altre misure non siano 

sufficienti a conseguire un livello elevato di tutela della salute”, la procedura 

obbligatoria è a carico dell’OSA. Nel caso in cui si evidenzi la sussistenza di un 

rischio alto, l’OSA dovrà effettuare il ritiro del prodotto dal mercato. Il “ritiro” è 

qualsiasi misura volta a impedire la distribuzione e l’esposizione di un prodotto 

pericoloso, nonché la sua offerta al consumatore. Si procede quindi al ritiro del 

prodotto quando l’OSA ritiene che vi sia un pericolo o non si ha certezza 



 
 

Maria Pina Meloni – “Adozione di colture bioprotettive per migliorare la sicurezza e la 
conservabilità dei formaggi a base di latte ovino” 

Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie - Ciclo XXXIV 
Indirizzo: Produzione, Qualità e Sicurezza Alimentare 

Università degli Studi di Sassari 
 

24 
 

dell’assenza di controindicazioni (Regolamento (CE) 178/2002. Nota ministeriale 

del 15 dicembre 2016 e Nota ministeriale del 31 maggio 2016). 

La contaminazione da L. monocytogenes può essere molto bassa e non 

uniformemente distribuita nell’alimento, perciò è importante testare l’alimento. Se 

viene rilevata una contaminazione prima o dopo il rilascio del prodotto, può essere 

avviato un richiamo/ritiro del prodotto, volontario o obbligatorio. Tale 

richiamo/ritiro può comportare gravi conseguenze per le aziende alimentari, 

soprattutto quando un prodotto di un'azienda viene utilizzato come ingrediente da 

altre aziende. Le procedure per il richiamo, da parte degli operatori del settore 

alimentare, di prodotti non conformi vengono eseguite ai sensi del Regolamento 

(CE) 178/2001. In caso di ritiro, l’OSA sarà tenuto a decidere la destinazione del 

prodotto. 

Nei paesi a reddito medio-basso, in cui la produzione alimentare ha iniziato a essere 

industrializzata senza una rigorosa sorveglianza microbiologica degli impianti di 

produzione alimentare, e dove la prevalenza di individui immunosoppressi è elevata 

nel contesto della pandemia di HIV, L. monocytogenes sta ora emergendo come uno 

dei principali patogeni, come recentemente evidenziato dal più grande focolaio 

segnalato al mondo verificatosi in Sud Africa, attraverso la contaminazione di un 

grande impianto di trasformazione di carne. Ciò sottolinea la necessità di adeguati 

programmi di sorveglianza microbiologica ed epidemiologica, che possono essere 

altamente efficaci nel prevenire grandi focolai e l'importanza di diagnosticare la 

listeriosi con metodi di coltura batterica, che non viene eseguita di routine in molti 

paesi che dispongono di scarse risorse di microbiologia clinica. Ciò probabilmente 

porta a una sottovalutazione dell'effettivo onere medico ed economico associato a 

L. monocytogenes in tutto il mondo. L'incidenza della listeriosi è bassa nella 

popolazione generale (cioè circa da 1 a 9 casi ogni 1.000.000 di persone all'anno) e 

rappresenta solo lo 0,02% circa di tutte le malattie di origine alimentare, ma nel 

contempo rappresenta circa il 28% dei decessi dovuti a malattie di origine 

alimentare (Tompkin, 2002).  Attualmente, negli Stati Uniti e in Europa, dove sono 
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stati implementati programmi di sorveglianza alimentare ed epidemiologica, 

l'incidenza della listeriosi varia tra due e cinque casi all'anno per milione di 

abitanti (Lecuit, 2020). Nel 2021 l’Autorità europea per la sicurezza alimentare 

(EFSA) e il Centro europeo per la prevenzione e il controllo delle malattie (ECDC), 

hanno pubblicato il rapporto “One-Health” sulle zoonosi in UE. Nel 2020 sono stati 

identificati 1876 casi di listeriosi. La riduzione dei casi di listeriosi osservata nel 

2020 rispetto al 2019 è stata più lieve rispetto alla tendenza delle altre zoonosi 

alimentari nell’Unione Europea (- 27,2%) (EFSA & ECDC, 2021). 

 

1.6.  Valutazione della capacità degli alimenti di supportare la crescita di L. 
monocytogenes 
 
Come accennato, il regolamento (CE) 2073/2005 suddivide gli alimenti pronti in 

due categorie: quelli che costituiscono e quelli che non costituiscono un terreno 

favorevole alla crescita di Listeria monocytogenes. Le caratteristiche che debbono 

avere questi ultimi sono le seguenti: 

• Alimenti con un periodo di conservabilità inferiore a 5 gg; 

• Alimenti con pH ≤ 4,4; 

• Alimenti con aw ≤ 0,92; 

• Alimenti con pH ≤ 5,0 e aw ≤ 0,94.  

 

Nel caso in cui l’alimento RTE non rientri nelle categorie sopra elencate sarà 

definito come “favorevole alla crescita di L. monocytogenes” e dovrà rispettare i 

criteri discussi nel paragrafo 1.5 previsti dal regolamento (CE) 2073/2005. Secondo 

l'allegato II del regolamento (CE) 2073/2005 esistono una serie di strumenti per 

valutare la shelf-life degli alimenti RTE per quanto riguarda L. monocytogenes, tra 

cui il Challenge Test. Il “European Union Reference Laboratory for Listeria 

monocytogenes” nel luglio 2021 ha pubblicato la quarta versione del “Documento 

di orientamento tecnico sul challenge test e sugli studi di durata di conservazione 
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degli alimenti RTE relativi a Listeria monocytogenes”. Il documento pone 

particolare attenzione alla progettazione di challenge test per determinare il 

potenziale di crescita di L. monocytogenes negli alimenti. Vengono fornite 

informazioni in particolare sulla definizione di challenge test e quando è 

consigliabile la sua effettuazione. Sono inoltre descritti i fattori da considerare e la 

metodologia di laboratorio da applicare quando si esegue un challenge test per 

determinare il potenziale di crescita di L. monocytogenes in una matrice alimentare 

definita (Álvarez-Ordóñez et al., 2015).  

 

1.7. Nuovi metodi per il controllo di L. monocytogenes negli alimenti 
 
La corretta applicazione di processi igienici è fondamentare per migliorare la 

sorveglianza nei confronti di L. monocytogenes negli ambienti di produzione e di 

trasformazione degli alimenti (Terentjeva et al., 2021). Parallelamente nuovi 

metodi come l’utilizzo delle batteriocine sono considerati innovativi per il controllo 

dei problemi di salute pubblica (Jordan et al. 2018). Molti batteri lattici (LAB), 

microrganismi riconosciuti come GRAS’ (generally recognized as safe), sono abili 

produttori di una serie di sostanze antimicrobiche come acidi organici, diacetile, 

acetoina, perossido di idrogeno, reuterina, reutericiclina e batteriocine, capaci di 

inibire patogeni Gram-positivi e microrganismi deterioranti di origine alimentare 

(Rathod et al., 2021). I LAB hanno un grande potenziale bioprotettivo perché sono 

sicuri per il consumo e sono presenti naturalmente nel microbiota di molti 

alimenti (Melero et al., 2013), per questo sono approvati dalla Food and Drug 

Administration (FDA) e dall'EFSA con lo stato di Qualified Presumption of Safety 

(QPS) (Nikodinoska, et al., 2019; EFSA, 2018; FDA, 2018). 

L'efficacia delle batteriocine e dei loro microorganismi produttori nell'inibire 

diversi agenti patogeni batterici è stata dimostrata in diverse matrici alimentari tra 

cui formaggio, carne e verdure. Le colture protettive e le batteriocine consentono 

di garantire la qualità e la sicurezza di cibi pronti, freschi o a lunga conservazione, 
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senza l’ausilio di conservanti chimici (Hammami et al., 2019). La strategia di 

bioprotezione consiste nell'inoculazione di microrganismi viventi o nell'aggiunta 

dei loro metaboliti, in forma purificata, durante o successivamente alla produzione 

dell'alimento. Oltre ad avere effetti antimicrobici, l'aggiunta di colture protettive 

durante le prime fasi dei processi produttivi potrebbe anche migliorare le 

caratteristiche qualitative degli alimenti fermentati (Di Gianvito et al., 2022). 

 

1.7.1. Applicazioni delle batteriocine agli alimenti 

La maggior parte delle applicazioni alimentari che coinvolgono le batteriocine 

possono essere suddivise in tre categorie:  

1. Batteriocine parzialmente purificate; 

2. Prodotti lattiero-caseari e altri prodotti fermentati per uso alimentare 

contenenti batteriocine sotto forma di fermentato grezzo; 

3. Colture protettive che producono batteriocine. 

Il controllo dei patogeni di origine alimentare da parte delle batteriocine in diversi 

prodotti alimentari è stato studiato nel corso di decenni e finora la nisina è l'unica 

batteriocina alimentare prodotta in commercio utilizzata come conservante 

(Chikindas et al., 2018).  

Diversi ricercatori stanno lavorando al miglioramento delle prestazioni delle 

batteriocine negli alimenti; ci sono studi incoraggianti, come quello di Millis et al., 

sul controllo dei patogeni alimentari attraverso l’utilizzo di microorganismi 

produttori di multi-batteriocine, dove la nisina viene utilizzata in combinazione con 

altre batteriocine (Mills et al., 2017). Le attività di ricerca includono tecniche di 

ingegneria genetica per garantire una maggiore resistenza agli enzimi proteolitici, 

una migliore attività e un maggiore spettro di inibizione.   

È probabile che un ruolo potenzialmente nuovo ed emergente per le batteriocine sia 

mirato agli “alimenti funzionali” (Figura sotto) in cui i microrganismi produttori di 

batteriocine saranno consumati con il cibo o come formulazione da banco con 
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l'obiettivo di modulare positivamente il microbiota gastrointestinale (Murphy et al., 

2013).  

 
Figura. Gli alimenti funzionali e le batteriocine: dal semplice utilizzo alle sofisticate applicazioni 

mirate.

 
1 – latte o altro fermentato alimentare contenente batteriocine; 2 – coltura microbica protettiva che 

produce batteriocine; 3 – batteriocine alimentari parzialmente purificate; 4 – coltura probiotica 

attiva produttrice di batteriocine; 5 – batteriocine con antimicrobici di derivazione naturale ad azione 

sinergica; 6 – implementazione di sistemi di rilascio controllato per una migliore stabilità ed 

efficacia delle batteriocine (Chikindas et al., 2018).  

 

Le batteriocine possono essere utilizzate anche per migliorare la qualità degli 

alimenti e le proprietà sensoriali, aumentando il tasso di proteolisi o per prevenire 

il “gonfiore tardivo” nel formaggio. Un'altra interessante applicazione riguarda il 

confezionamento bioattivo, un processo in grado di proteggere l’alimento da 

contaminazioni esterne, migliorando la sicurezza alimentare e la durata di 

conservazione (Negash & Tsehai, 2020). 

 

1.7.2. Colture bioprotettive applicate alla sicurezza alimentare 

I conservanti sono composti che controllano il deterioramento degli alimenti dovuto 

all'attività dei microrganismi e aiutano a prolungarne la durata diminuendo o 

limitando il tasso di deterioramento. Sia i prodotti chimici che i bioconservanti sono 
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usati negli alimenti (Amiri et al., 2021). Secondo il Codex Alimentarius per 

conservanti chimici si intendono le sostanze chimiche che, se aggiunte in piccolo 

volume (fino allo 0,2%), apportano modifiche minime o nulle alle proprietà 

organolettiche e fisico/chimiche degli alimenti (To et al., 2022). I composti chimici 

sono stati utilizzati per molto tempo come additivi alimentari, al fine di prolungare 

la durata di conservazione, migliorare l'aspetto e mantenere la qualità del 

prodotto. Diversi composti, come il benzoato di sodio, l'acido benzoico, i nitriti, i 

solfiti, il sorbato di sodio e il sorbato di potassio, sono noti comunemente come 

conservanti alimentari (Davidson et al., 2005). Tuttavia, l'integrazione di 

conservanti dannosi per la salute umana negli alimenti è frequentemente 

segnalata. Questi possono essere causa di numerosi effetti collaterali negativi sulla 

salute umana e sull'ambiente. Ad esempio, nitriti e nitrati vengono aggiunti 

alla carne per ostacolare la crescita di Clostridium botulinum, ma un'elevata 

concentrazione di nitrati, il cui utilizzo è infatti regolamentato (Reg. n. 1333/2008), 

porta al malfunzionamento dei globuli rossi. Pertanto, l’attuale tendenza è rivolta 

all’utilizzo di additivi naturali che non causano danni a operatori e consumatori e 

che incidono positivamente sulla loro salute e benessere, anche per la maggior 

attenzione alla salute da parte dei consumatori. 

I conservanti alimentari naturali sono considerati sicuri in quanto non associati a 

effetti dannosi. Possono essere classificati in prodotti di origine vegetale (erbe e 

spezie), con proprietà antimicrobiche (Martínez-Graciá et al., 2015), e 

microrganismi probiotici e i loro metaboliti. L'uso di erbe e spezie negli alimenti è 

stato registrato in modo intensivo. Questi non solo migliorano le proprietà 

organolettiche ma preservano anche gli alimenti grazie alle loro attività 

antimicrobiche e antiossidanti (Batiha et al., 2021).   

D'altra parte, la bioconservazione, ovvero l'uso di microrganismi sicuri e/o dei loro 

peptidi per migliorare la sicurezza microbiologica e prolungare la shelf-life degli 

alimenti, ha ottenuto grande attenzione. La fermentazione è la forma più comune e 
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più antica di bioconservazione degli alimenti e consiste nella conversione dello 

zucchero in acidi, gas o alcol.   

I microrganismi vivi vengono anche usati come bioconservanti sotto forma di 

colture protettive. Come accennato, molti composti bioattivi sintetizzati dai batteri, 

che esercitano un effetto antagonista contro agenti patogeni e microrganismi 

deterioranti, possono essere purificati e aggiunti alla matrice alimentare come 

conservanti naturali per prolungarne la durata di conservazione (To et al., 2022). 

Si definiscono colture protettive i microrganismi con attività antagonista aggiunti 

agli alimenti per inibire gli agenti patogeni e/o prolungare la durata di 

conservazione modificando il meno possibile le proprietà sensoriali (Lücke, 2000).  

I LAB hanno un grande potenziale di utilizzo nella bioconservazione perché sono 

sicuri per il consumo e, durante la conservazione, dominano naturalmente il 

microbiota di molti alimenti. I LAB possono esercitare un effetto bioprotettivo o 

inibitorio nei confronti di altri microrganismi, oltre che per la produzione di 

batteriocine e composti organici, anche per i fenomeni di competizione per i 

nutrienti tipici delle comunità batteriche (Menberuet al., 2021).  

Le aziende di trasformazione alimentare devono affrontare una sfida importante nei 

confronti dei consumatori, che chiedono alimenti sicuri con una lunga durata di 

conservazione, ma esprimono anche la loro preferenza per i prodotti minimamente 

trasformati, meno gravemente danneggiati dal calore e dal congelamento e che non 

contengano conservanti chimici. In quest’ottica, le colture protettive appaiono 

come un'opzione interessante per fornire almeno una parte della soluzione 

(Castellano et al., 2008).  

L'uso di colture batteriche protettive è un potenziale intervento. La loro aggiunta al 

formaggio non richiede un'etichettatura aggiuntiva e quindi si allinea alla domanda 

dei consumatori di alimenti "clean label" (Aljasir et al., 2020).  

Le colture protettive associate alle produzioni alimentari sono generalmente specie 

di LAB (es. Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, 

Carnobacterium, Enterococcus e Streptococcus) e Bifidobacterium. Molte di 
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queste colture protettive hanno dimostrato di essere altamente efficaci contro batteri 

patogeni come Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus 

e L. monocytogenes (Xu et al., 2021). Esistono alcune colture batteriche protettive 

disponibili in commercio per il controllo dei microrganismi indesiderati negli 

alimenti, compresa L. monocytogenes. Sono generalmente riconosciuti come sicuri 

per il consumo e molti sono in grado di produrre batteriocine ma attualmente non 

sono disponibili dati sufficienti in letteratura sul loro potenziale d’azione come 

probiotici. 

 
1.8. I batteri lattici (LAB) 
 
I batteri lattici (LAB) sono ubiquitari in natura: sono infatti presenti in nicchie di 

origine lattiero-casearia, nella carne, nei vegetali, nei tratti gastrointestinale e 

urogenitale dell'uomo e degli animali, nel suolo e nell'acqua. Questi microrganismi 

sono ben noti per la loro capacità di produrre acido lattico come principale prodotto 

finale del loro metabolismo anaerobico e per sintetizzare un'ampia gamma di 

metaboliti che influiscono beneficamente sulle proprietà nutrizionali, sensoriali e 

tecnologiche dei prodotti alimentari fermentati. Per questi motivi, i LAB sono stati 

ampiamente utilizzati come colture starter, come probiotici e nella produzione di 

composti nutraceutici, per il loro versatile metabolismo (Ruiz Rodríguez et al., 

2019).  

L'attuale classificazione tassonomica include il gruppo LAB nel phylum 

Firmicutes, classe Bacilli e ordine Lactobacillales. Essi sono un gruppo di cocchi o 

bacilli Gram-positivi, non sporulanti, anaerobi o anaerobi facoltativi, che 

producono acido lattico come uno dei principali prodotti del metabolismo 

fermentativo dei carboidrati. Il suolo e le piante sono ipoteticamente considerati la 

prima nicchia ancestrale dei LAB e, successivamente, l'intestino degli animali 

erbivori. L'intestino dei mammiferi è colonizzato da 100 trilioni di microrganismi, 

chiamati “microbiota”, essenziali per la salute. Il microbiota gastrointestinale 

fornisce una barriera microbica contro i patogeni. Lactobacillus e Bifidobacterium 
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spp. di origine intestinale umana producono sostanze antimicrobiche attive in vitro 

e in vivo contro i microrganismi enteropatogeni; entrambi i generi hanno la capacità 

di bloccare o interferire o nel processo patogenetico dei batterici enterici. I ceppi di 

Lactobacillus acidophilus, L. johnsonii, L. rhamnosus, L. casei, L. acidophilus e L. 

rhamnosus interferiscono con un'ampia gamma di agenti patogeni, come 

Escherichia coli enteropatogeno, E. coli enteroemorragico, Listeria 

monocytogenes, Salmonella enterica serovar Typhimurium e S. flexneri (Quinto et 

al.,2014).  

Come illustrato nella Figura che segue, i batteri lattici hanno una lunga storia di 

applicazioni nell'industria alimentare per la fermentazione e la conservazione, 

rivestono inoltre un ruolo importante nelle preparazioni farmaceutiche. Ciò è 

dovuto alla loro capacità di produrre metaboliti che possono migliorare le 

caratteristiche nutrizionali e sensoriali degli alimenti, nonché ai loro composti 

antimicrobici che contribuiscono a prolungare la durata di conservazione dei 

prodotti alimentari e che sono implicati nella produzione di probiotici da parte 

dell’industria farmaceutica (Peng et al., 2020). 
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Figura. Applicazioni industriali dei batteri lattici (Šušković, et al., 2010) 

 

 

1.8.1. I batteri lattici e la loro applicazione nelle produzioni lattiero-casearie 

I batteri lattici sono largamente utilizzati nella fermentazione di un'ampia varietà di 

prodotti alimentari e sono noti per i loro effetti conservanti e terapeutici (Gourama 

& Bullerman 1995). l sistema proteolitico dei LAB, infatti, è essenziale per la 

crescita dei microrganismi, è coinvolto nell'utilizzo della caseina all'interno delle 

cellule, e contribuisce allo sviluppo delle proprietà organolettiche dei prodotti a 

base di latte fermentato (Gemechu, 2015). I generi più comunemente selezionati 

per le applicazioni industriali appartengono a Lactococcus (latte), Lactobacillus 

(latte, carne, verdure, cereali), Leuconostoc (verdure, latte), Pediococcus (verdure, 

carne), Oenococcus (vino) e Streptococcus (latte) (Settanni & Moschetti 2010).  

I batteri lattici possono essere suddivisi in due gruppi in relazione alle loro 

condizioni di crescita ottimale durante i processi di fermentazione dei latticini:  
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• LAB mesofili: con range di crescita ottimale da 20 a 30 º C; 

• LAB termofili, con range di crescita ottimale 30- 45 º C (Rakhmanova et al., 

2018).  

.  

Il processo di fermentazione del latte è affidato all'attività dei LAB, che svolgono 

un ruolo cruciale nella conversione di questa matrice alimentare come materia 

prima in prodotti lattiero-caseari fermentati, come i formaggi. In questo caso, il 

microbiota coinvolto nel processo di produzione e maturazione del formaggio può 

essere generalmente suddiviso in due categorie: batteri lattici starter (SLAB) e non 

starter LAB (NSLAB). Gli SLAB sono i principali responsabili dell’acidificazione 

durante la produzione del formaggio e contribuiscono al processo di maturazione 

iniziale (Blaya et al.,2018). Subito dopo la produzione, la coltura starter supera 

frequentemente le 109 unità formanti colonia per grammo (UFC/g) di 

formaggio. L'ambiente di maturazione del formaggio, che risulta essere ostile per 

tali microrganismi (nessun residuo di lattosio, pH 5,0–5,3, 4–6% di sale, 5–13°C), 

determina un graduale declino della vitalità degli starter. Alcuni SLAB morenti 

subiscono il processo di autolisi, con il rilascio di enzimi intracellulari e componenti 

cellulari nel prodotto. Allo stesso tempo, le popolazioni NSLAB (la cui 

concentrazione iniziale è <102 ufc/g) iniziano ad aumentare e a stabilizzarsi fino a 

concentrazioni di 107 – 108 ufc/g dopo 3–9 mesi di stagionatura (Steele, et al., 

2013). I NSLAB sono infatti coinvolti nella maturazione del formaggio e sono i 

principali responsabili della generazione di composti aromatici (Guarrasi et al., 

2017).  

Nell'industria della fermentazione del latte, vari ceppi industriali di LAB vengono 

utilizzati come colture starter. Gli starters sono ottenuti mediante processi di 

isolamento, selezione e sequenziamento. Poiché ogni singolo ceppo di LAB 

selezionato ha particolari caratteristiche, sono state stabiliti e utilizzati diversi 

protocolli per la produzione industriale di prodotti a base di latte fermentato 

(Gemechu, 2015).  
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1.8.2. Batteri lattici come conservanti 

È noto che il latte è un prodotto deperibile mentre alcuni prodotti a base di latte 

fermentato possono essere conservati per lunghi periodi (Rakhmanova at al., 2018). 

Il latte e i prodotti a base di latte fermentato sono substrati favorevoli alla crescita 

di microrganismi che possono portare a condizioni di deterioramento. La 

caratteristica più nota dei LAB in relazione alle proprietà conservanti è la loro 

capacità di produrre acidi, che a loro volta mostrano attività antimicrobica. Il 

processo di acidificazione protegge il latte dai microrganismi deterioranti e dalla 

proliferazione di agenti patogeni. Ciò è spesso supportato dalla capacità dei LAB 

di rilasciare batteriocine (Widyastuti & Febrisiantosa, 2014). Acidi e batteriocine 

hanno un grande potenziale in merito alla conservazione degli alimenti, che sono 

considerati “Green preservatives” ovvero conservanti naturali sicuri (Pawlowska et 

al., 2012). 

 

1.8.3. I LAB come microrganismi probiotici 

Oltre a contribuire alla qualità e alla sicurezza degli alimenti, i LAB hanno suscitato 

un notevole interesse per le loro potenziali proprietà funzionali e come integratori 

(Pasolli et al., 2020). Il termine "probiotico" originariamente si riferiva a un 

fenomeno osservato quando due organismi venivano coltivati insieme, in cui 

sostanze prodotte da uno stimolavano la crescita dell'altro organismo (Tannock. 

1997). Attualmente viene definito probiotico un integratore alimentare microbico 

vivo che ha un effetto benefico sull’ospite migliorando il suo equilibrio microbico 

intestinale (Fuller, 1989). 

I batteri lattici, come gli appartenenti ai generi  Lactobacillus, Leuconostoc ed 

Enterococcus, sono i probiotici più comunemente impiegati. Da molto tempo, i 

probiotici sono ben noti per i loro benefici per la salute e per l'associazione con 

esseri umani e animali. Recenti analisi su larga scala dell'intero genoma, condotte 

nel 2020 da Pasolli et al., hanno evidenziato la stretta correlazione tra i LAB 
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presenti nell'intestino con i ceppi di LAB isolati dagli alimenti, indicando che gli 

alimenti fermentati sono possibili fonti di LAB per il microbiota intestinale.  

Gli alimenti con probiotici sono molto richiesti dai consumatori, date le loro 

proprietà salutari che li rendono popolari (Lillo-Pérez et al., 2021). Oggi le persone 

si concentrano in maniera rilevante su uno stile di vita sano e ciò si ripercuote sulle 

abitudini alimentari. I consumatori associano alimenti sani a una quantità inferiore 

di additivi e sostanze chimiche e; questa consapevolezza sottolinea l'importanza di 

studiare l’applicazione di sostanze naturali per garantire la sicurezza alimentare e 

soddisfare la domanda di alimenti più sani e “naturali” (Moradi et al., 2021). È stato 

dimostrato che mediante la produzione di composti antimicrobici, acidi linoleici 

coniugati, sfingolipidi, peptidi bioattivi ed esopolisaccaridi (Ahire, et al., 2021), i 

probiotici contribuiscano a regolare il microbiota intestinale, migliorare il sistema 

immunitario e la biodisponibilità dei nutrienti, ridurre i sintomi dell'intolleranza al 

lattosio e prevenire e/o curare le infezioni gastrointestinali (Figura) (Marinova et 

al., 2019). 
 

Figura: Meccanismi d'azione dei probiotici. 

 
A) Esclusione competitiva di microrganismi patogeni. (B) Produzione di sostanze antimicrobiche. 

(C) Aumento dell'adesione alla mucosa intestinale e miglioramento della barriera epiteliale. (D) 

Stimolazione del sistema immunitario (Silva et al., 2020).  
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Altre indicazioni sulla salute degne di nota includono la prevenzione del cancro 

mammario, la riduzione del danno polmonare associato a virus e la diminuzione del 

livello di colesterolo che riduce il rischio di malattie cardiovascolari (Zheng 2017).  

 

1.8.4. Batteri lattici con attività antimicrobica  

È nota la capacità di alcuni batteri lattici di inibire i microrganismi dannosi 

producendo molecole antimicrobiche in prossimità di essi. Le sostanze 

antimicrobiche principalmente prodotte dai LAB possono essere classificate in 

composti a bassa e alta massa molecolare (cioè con massa molecolare < 1000 Da e 

> 1000 Da, rispettivamente); quelle non appartenenti alla classe delle batteriocine 

hanno una massa molecolare bassa (Šušković, at al., 2010). A questa categoria 

appartengono: acido lattico, acetico, fenillattico, 4-idrossifenillattico, benzoico, 

perossido di idrogeno, diacetile, acetaldeide, acetoina e anidride carbonica (Arena 

et al., 2018).  

• Nella forma non scissa, gli acidi organici possono diffondersi attraverso la 

membrana cellulare sfruttando il gradiente chimico causato dal diverso pH tra 

il citosol (alcalino) e l'ambiente esterno (acido). Una volta all'interno della 

cellula batterica, possono interferire con le funzioni metaboliche e dissipare 

il potenziale di membrana (Arena et al., 2018).  

• Il perossido di idrogeno (H2O2) è prodotto dai LAB in presenza di ossigeno. Il 

suo effetto antimicrobico può derivare dall'ossidazione dei gruppi solfidrilici 

che causano la denaturazione di un certo numero di enzimi, e dalla 

perossidazione dei lipidi di membrana quindi l'aumentata permeabilità della 

membrana ed essere anche come precursore per la produzione di radicali 

liberi come il superossido (O-2) e radicali idrossilici (OH-) che possono 

danneggiare il DNA (Şanlıbaba & Güçer 2015). È stato dimostrato che alcuni 

batteri lattici, come Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, hanno la capacità 
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di inibire la crescita di microrganismi psicotrofi e patogeni correlati al 

deterioramento dell’alimento (anche durante la refrigerazione) poiché 

producono quantità maggiori di H2O2 a basse temperature (Zalán et al., 2005).  

• Il diacetile, l'acetaldeide e l'acetoina, prodotti attraverso il metabolismo 

eterofermentativo, sembrano essere buoni candidati per la loro attività 

antimicrobica selettiva e per l'assenza di tossicità nei confronti dell'uomo e 

degli animali (Lanciotti et al., 2003; Yüksekdağ et al., 2004).  

• L'azione inibitoria dell'anidride carbonica (CO2) è sfruttata da tempo per 

migliorare l'igiene degli alimenti, sia liquidi che solidi, proteggendoli dal 

deterioramento batterico. Il meccanismo preciso della sua azione 

antimicrobica è ancora sconosciuto. Tuttavia, è noto che la CO2 possa 

svolgere un ruolo nella creazione di un ambiente anaerobio che inibisce le 

decarbossilazioni enzimatiche; inoltre l'accumulo di CO2 nel doppio strato 

lipidico della membrana può causare una disfunzione nella permeabilità 

(Amenu, 2013).  

Il secondo gruppo di composti antimicrobici prodotti dai LAB, cioè le sostanze ad 

alta massa molecolare, comprende le già citate molecole proteiche denominate 

batteriocine (Arena et al., 2018). Le batteriocine sono biomolecole di natura 

proteica con diversa attività battericida e batteriostatica. La maggior parte delle 

batteriocine prodotte dai batteri lattici viene utilizzata contro batteri 

filogeneticamente correlati contro alcuni agenti patogeni 

come Bacillus, Clostridium e Listeria. Sebbene lo spettro d'azione riportato delle 

batteriocine sia principalmente contro i batteri Gram-positivi, studi recenti hanno 

mostrato evidenza della loro capacità di agire anche contro i batteri Gram-

negativi. Si propone che le batteriocine siano utilizzate come conservanti alimentari 

naturali e che i batteri produttori di batteriocine siano inclusi come ceppi 

competitivi in comunità eterogenee (Kareb & Aïder, 2020).  

Esse sono spesso paragonate agli antibiotici per le loro proprietà 

antibatteriche. Tuttavia, a differenza degli antibiotici terapeutici, la loro 
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applicazione di norma non implica la possibilità di reazioni allergiche indesiderate 

che si verificano negli esseri umani (Vesković Moračanin et al., 2014).  

La loro classificazione è complessa, considerando che possono differire per 

struttura amminoacidica, proprietà biochimiche, attività antimicrobica e modalità 

d'azione (Barcenilla et al., 2021). La prima classificazione utilizzata a livello 

globale è stata definita da Klaenhammer (Klaenhammer, 1993), sebbene abbia 

subito diverse modifiche con la scoperta di nuove batteriocine. Sono state proposte 

nuove classificazioni che includono quattro classi di batteriocine.  

Le batteriocine di classe I (<5kDa), sono chiamate lantibiotici e sono caratterizzate 

in base alla loro modificazione post-traduzionale. Queste trasformazioni sono alla 

base della formazione di aminoacidi insoliti: lantionina e metillantionina 

(Mokoena, 2017).  Il principale rappresentante di questa classe è la nisina, 

ampiamente utilizzata nell'industria alimentare come agente antibotulinico in 

formaggi, uova, salse e cibi in scatola. Esibisce un'azione antimicrobica ad ampio 

spettro contro L. monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, altri 

agenti patogeni e specie di LAB. Questa attività è mediata da un meccanismo a 

doppia azione che comprende l'interferenza con la sintesi della parete cellulare e 

promozione della formazione di pori nella membrana cellulare. La nisina è l'unica 

batteriocina approvata per le applicazioni alimentari considerata sicura dalla FAO 

(Food and Agricolture Organization) ed OMS (World Health Organitation) dal 

1969 (Balciunas, et al., 2013).  

La nisina è attualmente un additivo alimentare (numero E234) autorizzato 

nell'Unione Europea ai sensi dell'allegato II del regolamento (CE) 1333/2008 per 

l'uso in diverse categorie alimentari. La sicurezza della nisina (E 234) come additivo 

alimentare è stata valutata nel 2006 dal gruppo di esperti scientifici dell'EFSA sugli 

additivi alimentari, gli aromi, i coadiuvanti tecnologici e i materiali a contatto con 

gli alimenti. È stata confermata un'assunzione giornaliera accettabile di nisina di 

0,13 mg/kg di peso corporeo. L’autorizzazione all’uso di questa batteriocina ha 

molti motivi: non sono stati osservati effetti avversi in uno studio di tossicità orale. 
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Per questo studio è stato identificato un livello senza effetti avversi osservati di 225 

mg di nisina A/kg di peso corporeo al giorno, la dose più alta testata. In relazione a 

questo, è stata calcolata una assunzione giornaliera accettabile di 1 mg di nisina 

A/kg di peso corporeo per la nisina (E 234). A seguito di tali indagini, è stata 

proposta l’estensione della nisina come additivo alimentare (E 234) nel formaggio 

non stagionato (a un livello massimo di 12 mg/ kg) e nei prodotti a base di carne 

trattati termicamente (a un livello massimo di 25 mg/kg) (EFSA, 2017). 

L'uso della nisina è attualmente limitato poiché alcuni ceppi di Listeria hanno già 

iniziato ad essere resistenti. Diverse batteriocine prodotte da LAB e Bacillus sono 

state studiate e classificate in base al loro peso/dimensione molecolare, modalità 

d'azione e struttura, ma devono ancora essere approvate per l'applicazione nei 

sistemi alimentari commerciali. Pertanto, sono necessarie ulteriori ricerche per 

trovare composti sicuri e attivi con un'ampia proprietà antibatterica per ottenere 

l'approvazione ufficiale come conservante alimentare (To, 2022). 

Le batteriocine di classe II sono piccoli peptidi termostabili (<10 kDa) suddivisi in 

tre sottoclassi:  

• IIa (pediocina ed enterocina). La sottoclasse IIa è composta da batteriocine 

che mostrano un'elevata specificità contro L. monocytogenes. Le batteriocine 

di questa classe provocano la formazione di pori nella membrana plasmatica 

della cellula bersaglio con conseguente dissipazione della forza motrice 

protonica. Nel tentativo di mantenere o ripristinare la forza motrice protonica, 

si ha un'accelerazione nel consumo di ATP alla quale consegue la morte 

cellulare (Balciunas et al., 2013). 

• IIb (lattocina G). Questa sottoclasse comprende le batteriocine 

eterodimeriche, cioè le batteriocine che richiedono l'attività combinata di due 

peptidi. Normalmente i geni coinvolti sono localizzati nello stesso operone ed 

espressi simultaneamente, perciò i due peptidi agiscono in combinazione 

spesso mostrando un'importante azione sinergica. Il loro meccanismo 

d'azione comporta anche la dissipazione del potenziale di membrana e una 
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diminuzione della concentrazione intracellulare di ATP. Questi peptidi hanno 

un'attività molto bassa quando impiegati individualmente (Balciunas et al., 

2013). 

• IIc (lattocina B). Le batteriocine appartenenti a questa sottoclasse hanno un 

legame covalente tra i terminali C e N, risultando in una struttura ciclica 

(Balciunas et al., 2013). 

Le batteriocine di classe III sono il gruppo meno caratterizzato e sono costituite da 

proteine termolabili che sono generalmente >30 kDa. Il gruppo comprende 

elveticina J prodotto da Lactobacillus helveticus ed enterolisina prodotta da 

Enterococcus faecium (Ross et al., 2002). 

Infine, le batteriocine afferenti alla classe IV sono peptidi di grandi dimensioni la 

cui attività richiede l'associazione con porzioni di carboidrati o lipidi (Abee et al., 

1995). A seguito di una riclassificazione delle batteriocine, i peptidi membri di 

quest’ultima classe sono stati ridentificati come batteriolisine, cioè polipeptidi 

idrolitici; lasciando solo tre classi di batteriocine, in base alle caratteristiche 

genetiche e biochimiche dei loro membri (Mokoena, 2017).  

1.8.5. Meccanismo d’azione delle batteriocine  

Le batteriocine prodotte dai LAB possono essere raggruppate oltre che in relazione 

alla struttura, anche in base alla modalità d'azione.  

Alcuni membri della classe I (lantibiotici), come la nisina, hanno dimostrato di 

avere una doppia modalità d'azione: 

 

1. Possono legarsi al “lipid II”, il principale trasportatore delle subunità del 

peptidoglicano dal citoplasma alla parete cellulare, e quindi impedire la 

corretta sintesi della parete cellulare, portando alla morte cellulare.  

2. Possono utilizzare il lipid II come molecola di attracco per avviare un 

processo di inserimento della membrana e la formazione di pori che 

determinano una rapida morte cellulare.  
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Un lantibiotico a due peptidi, come la latticina 3147, può avere queste doppie 

attività distribuite su due peptidi, mentre la mersacidina ha solo l'attività di legame 

del lipid II, ma non forma pori.  

In generale, le batteriocine di classe II hanno una struttura elicoidale anfipatica, che 

consente loro di inserirsi nella membrana della cellula bersaglio, portando alla 

depolarizzazione e alla morte.  

Grandi proteine batteriolitiche, le batteriolisine, come la lisostafina, possono agire 

direttamente sulla parete cellulare dei bersagli Gram-positivi, portando alla morte e 

alla lisi della cellula bersaglio (Figura mostrata di seguito). (Negash, & 

Tsehai, 2020). 

 
Figura: Modalità d'azione delle diverse classi di batteriocine prodotte dai batteri lattici (Cotter, et 

al., 2005). 
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1.9. I formaggi e la sicurezza alimentare: stato dell’arte e prospettive 
 

Il formaggio è un alimento popolare in molti paesi grazie alle sue caratteristiche 

sensoriali alle quali si associano molteplici benefici per la salute. I benefici per la 

salute includono proprietà probiotiche e antitumorali naturali. Inoltre, il formaggio 

è una ricca fonte di calcio alimentare, fosforo e proteine e ha dimostrato di ridurre 

l'incidenza del diabete di tipo II. Sebbene il formaggio sia generalmente considerato 

un alimento sicuro per via delle sue proprietà chimico-fisiche e grazie al fenomeno 

di antagonismo dei batteri lattici, di tutti i focolai epidemici di origine alimentare 

riscontrati nel 2006 nell'Unione Europea, lo 0,4% è stato associato al consumo di 

formaggi contaminati (Choi et al., 2016). 

Le epidemie di listeriosi legate al consumo di formaggi hanno avuto un tasso di 

mortalità relativamente alto (dal 15% al 30%) (FDA, 2012b). Per tali motivi L. 

monocytogenes continua a rappresentare un rischio per la sicurezza alimentare negli 

alimenti pronti, compresi i formaggi. Nonostante L. monocytogenes venga rilevata 

regolarmente lungo il processo produttivo dei formaggi, variazioni nelle 

caratteristiche del prodotto e fattori intrinseci ed estrinseci durante il processo di 

produzione (pH, attività dell'acqua e temperatura), influenzano il potenziale 

di sopravvivenza e la crescita dal patogeno (Falardeau et al.; 2021). 

Nel 2012 un focolaio di listeriosi negli Stati Uniti è stato collegato a ricotta salata 

importata dall'Italia e prodotta con latte di pecora pastorizzato. Il formaggio 

implicato nel focolaio è stato prodotto in uno stabilimento in Puglia che lavorava 

semilavorati forniti da cinque stabilimenti situati in Sardegna. Dalle analisi 

effettuate su campioni di alimento e ambientali prelevati a seguito di tali 

avvenimenti, emerse che 179/758 (23,6%) prodotti finiti erano positivi a L. 

monocytogenes, con livelli di contaminazione da <10 ufc/g a 1,1 × 10 6 ufc/g. I 

campioni ambientali positivi provenivano da due dei quattro impianti di 

lavorazione. La tipizzazione molecolare mediante Pulsed Field Gel Electrophoresis 

(PFGE) mostrò una somiglianza del 100% tra i ceppi clinici statunitensi e gli isolati 

di ricotta salata, confermando l'origine italiana dell'epidemia. I campionamenti 
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dimostrarono la persistenza dei ceppi in nicchie ambientali degli impianti di 

lavorazione che probabilmente rappresentavano la fonte di contaminazione del 

prodotto. Inoltre, due profili PFGE di ceppi ottenuti da isolati clinici di listeriosi in 

Italia nel 2011, presentavano omologia del 100% con un isolato clinico statunitense 

associato al consumo di ricotta salata oggetto dell’indagine. Tuttavia, avevano una 

somiglianza dell'87% con l'unico profilo PFGE riscontrato sia nel caso clinico 

statunitense, che in 14 campioni di ricotta raccolti durante il campionamento che 

seguì il focolaio statunitense. La condivisione dei dati molecolari e la disponibilità 

di protocolli di caratterizzazione comuni sono stati gli elementi chiave per collegare 

la rilevazione dell'epidemia negli Stati Uniti con la fonte alimentare in 

Italia (Acciari et al., 2016).  

Con il 17,2% del totale, l’Italia continua ad essere il primo Paese Membro per 

numero di segnalazioni inviate attraverso il sistema “Rapid Alert System for Food 

and Feed” (RASFF). Le segnalazioni per contaminazioni microbiologiche sono 

state il 16,6% del totale. I principali pericoli microbiologici notificati nel 2015 

relativi ad alimenti circolanti in Italia, sono stati (ISS, 2015): 

- 26 segnalazioni per L. monocytogenes,  

- 25 segnalazioni per Salmonella,  

- 17 segnalazioni per Escherichia coli,  

- 7 segnalazioni per norovirus. 

L’ampia attività di vigilanza su tutto il territorio italiano ha contribuito ad 

aumentare il numero di notifiche ricevute nell’ambito del sistema RASFF relative 

ai prodotti nazionali. I prodotti nazionali sono stati interessati da 35 notifiche per 

contaminazione microbiologica, delle quali 5 effettuate dalle autorità competenti 

italiane. I prodotti della pesca e quelli del settore lattiero-caseario sono i 

maggiormente interessati da tali notifiche. (ISS, 2015). 

La politica alimentare dell'Unione Europea si basa su elevati standard di sicurezza 

alimentare che possono essere utilizzati per salvaguardare la salute dei 

consumatori. La sicurezza alimentare è organizzata in modo coordinato e integrato, 
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tenendo in considerazione tutti gli aspetti, dalla produzione primaria al consumatore 

(Doménech, et al., 2011). 

Secondo le raccomandazioni del Codex Alimentarius sulla sicurezza alimentare e 

le normative europee, le opzioni di gestione applicate a livello di processo di 

produzione dovrebbero basarsi su buone pratiche igieniche, sul sistema HACCP e 

su sistemi di gestione del rischio per la sicurezza alimentare.  

L’HACCP (Hazard analysis and critical control points) è un sistema che consente 

di applicare l’autocontrollo in maniera razionale e organizzata. Questo è uno 

strumento per valutare i pericoli e stabilire regimi di controllo incentrati sulla 

prevenzione, piuttosto che basarsi principalmente sui test finali. Secondo il Codex 

Alimentarius un punto critico di controllo (CCP) è una fase, o una procedura in cui 

è possibile ed indispensabile attuare un controllo al fine di prevenire o eliminare un 

pericolo per la sicurezza alimentare o ridurlo a un limite accettabile (FAO/WHO, 

2003). 

1. I principi su cui si basa l’elaborazione di un piano HACCP sono sette (EC 

Reg. no 852/2004): Effettuare un'analisi dei pericoli da prevenire, eliminare 

o ridurre. 

2. Determinare i CCP. 

3. Stabilire il/i limite/i critico/i che differenziano l’accettabilità dalla 

inaccettabilità. 

4. Stabilire e applicare procedure di sorveglianza efficaci nei punti critici di 

controllo. 

5. Stabilire le misure correttive da adottare nel caso che il monitoraggio indichi 

che un particolare CCP non rientra nei limiti critici stabiliti. 

6. Stabilire procedure di verifica per confermare che il sistema HACCP 

funzioni in modo efficace. 

7. Predisporre la documentazione relativa a tutte le procedure e registrazioni 

adeguate a tali principi e alla loro applicazione.  
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Il miglioramento delle procedure di gestione dell'igiene è una misura fondamentale 

per ridurre il livello di contaminazione dei prodotti lattiero-caseari. Tuttavia, 

considerato che i formaggi appartengono alla categoria di alimenti RTE, potrebbero 

essere necessarie strategie aggiuntive per controllare la crescita e la sopravvivenza 

di patogeni come L. monocytogenes. Diversi trattamenti fisici a base di alta 

pressione, getto d'acqua pressurizzato, ozono e infrarossi sono stati studiati per 

controllare patogeni come L. monocytogenes. Tutte queste strategie hanno portato 

ad un'efficace riduzione del microrganismo (fino a 2–3 Log) ma nel frattempo 

hanno evidenziato anche alcune limitazioni nella loro applicazione, come il calo 

dell'efficacia del trattamento su superfici irregolari e ruvide, cambiamenti visibili 

nell'aspetto esterno e necessità di elevati investimenti di capitale. Una strategia 

promettente per proteggere i formaggi dalle contaminazioni superficiale è l’utilizzo 

di batteri lattici produttori di antimicrobici come batteriocine, perossido di 

idrogeno, etanolo e altri acidi organici. I LAB antimicrobici sono sicuri ed evitano 

l'uso di conservanti chimici nei prodotti lattiero-caseari. Un gran numero di LAB 

possiede attività antimicrobica (Morandi et al., 2019). L'uso di bioconservanti, 

come le colture bioprotettive, da soli o in combinazione con altri trattamenti, sono 

attualmente proposti per competere con i microrganismi patogeni contaminanti per 

garantire il mantenimento della qualità e della sicurezza dei prodotti lattiero-caseari 

(Spanu et al., 2017). 
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CAPITOLO II: MATERIALI E METODI 

Il presente lavoro è stato svolto in collaborazione con un’azienda del settore 

lattiero-caseario ubicata in Sardegna che ha messo a disposizione il proprio 

expertise tecnologico relativo ad applicazione della tecnologia di produzione del 

Pecorino Sardo Dolce DOP. Inoltre, ha fornito i prodotti lattiero-caseari utilizzati 

nelle varie fasi sperimentali e ha reso possibile l’effettuazione presso le loro 

strutture delle produzioni sperimentali previste per il Challenge Test.  

 
2.1. Valutazione della prevalenza di L. monocytogenes presso il caseificio  

Con lo scopo di valutare il livello di contaminazione ambientale e individuare 

eventuali nicchie ecologiche di Listeria spp. e L. monocytogenes, presso l’azienda 

sono stati effettuati dei campionamenti ambientali. Sono stati prelevati campioni 

dalle seguenti aree:  

• Ricevimento latte; 

• Sala lavorazione; 

• Camera di stufatura del Pecorino Sardo DOP;  

• Salatura formaggi e ricotte; 

• Lavaggio formaggi;  

• Cella frigo;  

• Cella di stagionatura formaggi;  

• Porzionamento e Confezionamento. 

Il campionamento includeva superfici a contatto e superfici non a contatto con 

alimenti lungo le aree di produzione, stagionatura, porzionatura, confezionamento 

e stoccaggio del formaggio. Le superfici a contatto comprendevano: filtro del latte, 

stampi per i formaggi, carrelli e scaffali di drenaggio, tavoli, ripiani, nastri per la 

salagione, taglia formaggi a lama, taglia formaggi a filo, griglie di acciaio, 

macchina lava formaggi. Le superfici non a contatto con alimenti includevano: 
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pavimenti e canalette di tutte le aree, canaletta dell’area di lavaggio del Pecorino 

Sardo, macchina lava stivali.  

I campioni ambientali sono stati prelevati utilizzando un delimitatore sterile 10 x 

10 cm2 e un kit commerciale per campionamento di superfici (3M™ Hydra Sponges 

Spugne Idratate, St. Paul, Minnesota, USA) contenente ciascuno un sacchetto 

ermetico con spugna inumidita con 10 ml di tampone neutralizzante e 2 guanti 

sterili. Il kit è stato adoperato inoltre per il prelievo di campioni dalla superficie del 

Pecorino Sardo DOP. Sono stati effettuati prelievi da tre lotti di produzione 

differenti. Per ogni lotto di produzione, una spugna è stata utilizzata per strofinare 

la superficie di 5 formaggi (area di campionamento: 250 cm2, calcolata sulla 

superficie totale del formaggio). Dopo il campionamento, ciascuna spugna è stata 

inserita nell’apposito sacchetto sterile e conservata in ambiente refrigerato fino 

all'analisi. 

Complessivamente sono stati raccolti n.28 campioni, di cui:  

- n.15 prelevati da superfici non a contatto con alimenti,  

- n.10 prelevati da superfici a contatto con alimenti,  

- n.3 ottenuti dalla superficie di Pecorino Sardo DOP.  

Su tutti i campioni è stata determinata la presenza di L. monocytogenes e Listeria 

spp. utilizzando metodi di coltura qualitativa convenzionali con doppio 

arricchimento secondo le norme ISO 11290-1:1996 Amd 2017.  

Il campione è stato arricchito in half-Fraser broth (Biolife, Milano, Italy), con un 

rapporto 1:10 ed incubato a 30°C per 25 ± 1 ore. Successivamente, 0,1 ml della 

coltura del primo arricchimento sono stati inoculati su una piastra di terreno Agar 

Listeria acc. to Ottaviani & Agosti (ALOA, Biolife, Milano, Italy). In una provetta 

contenente 10 ml di Fraser broth (Biolife, Milano, Italy) è stata realizzata una 

subcultura di 0,1 ml dal brodo half-Fraser broth (Biolife, Milano, Italy) e incubata 

a 37°C per 24 ± 2 ore.  
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Dal secondo arricchimento, 0,1 ml sono stati seminati su una piastra di terreno 

ALOA (Biolife, Milano, Italy). Dopo incubazione a 37°C ± 1°C per 24 ± 2 ore, è 

stata valutata la presenza di colonie tipiche di L. monocytogenes.  

Su tutti i campioni è stata inoltre effettuata l’analisi quantitativa mediante metodo 

per il conteggio di L. monocytogenes e Listeria spp secondo la norma ISO 11290-

2:1998 Amd 2017 mediante inoculo di 0,1 ml dalla sospensione del campione in 

half-Fraser broth su una piastra da 90 mm di terreno ALOA (Biolife, Milano, Italy). 

Dopo incubazione a 37°C per 24 ± 2 ore è stato effettuato il conteggio delle colonie 

di L. monocytogenes e Listeria spp.  

Da ciascun campione positivo sono state isolate fino a 5 colonie con aspetto tipico 

(colore verde-blu circondate da un alone opaco). Su tutti gli isolati sono stati 

effettuati i seguenti test preliminari: colorazione di Gram, test della catalasi e 

dell'ossidasi. Tutti i ceppi sono stati conservati a -80 ° C in brodo BHI (Brain Heart 

Infusion, Biolife, Milano, Italy) con glicerolo (15% v/v) per le successive analisi.  

2.1.1. Identificazione molecolare di specie mediante PCR multiplex 

Il DNA genomico dei ceppi batterici è stato estratto utilizzando il kit di 

purificazione genomica Wizard (Promega Corp., Madison, WI, USA) secondo le 

istruzioni del produttore.  

L’identificazione molecolare di specie delle colonie tipiche è avvenuta mediante 

Multiplex PCR con l'obiettivo di identificare sei specie di: L. monocytogenes, L. 

innocua, L. ivanovii, L. grayi, L. seeligeri e L. welshimeri utilizzando il protocollo 

PCR descritto da Ryu et al. (2013) parzialmente modificato.  

La Multiplex PCR per l’identificazione di specie è stata eseguita utilizzando i 

seguenti ceppi di referenza:  

• L. monocytogenes ATCC 19115; 

• Listeria innocua ATCC 33090; 

• Listeria ivanovii ATCC 19119; 

• Listeria grayi ATCC 19120; 
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• Listeria seeligeri ATCC 35967;  

• Listeria welshimeri ATCC 35897.  

 

Le sequenze e le concentrazioni dei primer impiegate per la reazione sono riportate 

nella Tabella 1. 

 
Tabella 1. Sequenze nucleotidiche e concentrazioni dei primers utilizzati per l’identificazione di 

specie 

Specie Gene Primer Sequenze (5′-3′) 

Dimensio
ni 

prodotto 
(bp) 

Concent
razione 
primer 
(μM) 

genere Listeria prs 
prsF GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG 

370 0,4 
prsR CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG 

L. grayi 
Ossidore

duttasi 

JOgrayi-F GCGGATAAAGGTGTTCGGGTCAA 
201 0,24 

JOgrayi-R ATTTGCTATCGTCCGAGGCTAGG 

L. innocua lin0464 
lin0464-F CGCATTTATCGCCAAAACTC 

749 2,25 
lin0464-R TCGTGACATAGACGCGATTG 

L. ivanovii namA 
liv22-228-F CGAATTCCTTATTCACTTGAGC 

463 0,52 
liv22-228-R GGTGCTGCGAACTTAACTCA 

L. 

monocytogenes 
lmo1030 

lmo1030-F GCTTGTATTCACTTGGATTTGTCTGG 
509 0,56 

lmo1030-R ACCATCCGCATATCTCCAGCCAACT 

L. seeligeri lmo0333 
lseelin-F GTACCTGCTGGGAGTACATA 

673 1.36 
lseelin-R CTGTCTCCATATCCGACAG 

L. welshimeri scrA 
lwe1801-F CGTGGCACAATAGCAATCTG 

281 2,5 
lwe1801-R GACATGCCTGCTGAACTAGA 

 

 

 

Tutte le reazioni di amplificazione sono state eseguite in un volume finale di 25 µL 

contenente: 1 µL di DNA, 5 µL di buffer PCR 1X (Flexi Buffer Green GoTaq, 

Promega), 4 mM di MgCl 2, 0,1 mM di dNTPs e 2 U di Taq polimerasi (GOTAQ 

Hot start 5U/μl, Promega).  
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Tutte le reazioni di amplificazione sono state eseguite in un termociclatore 

(Geneamp Pcr Sistema 9700 Thermocycler) programmato come segue: 

denaturazione a 94°C per 5 minuti, annealing a 58°C per 30 secondi e allungamento 

a 72° C per 30 secondi, seguito da un periodo di estensione finale a 72°C per 5 

minuti. 

I frammenti amplificati sono stati separati mediante elettroforesi su gel di agarosio 

al 3% in 1X Tris-acetato EDTA (TAE; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e colorati 

con bromuro di etidio (0,5 µg/ml) per 20 minuti. I gel sono stati osservati e le 

immagini acquisite dal transilluminator UV Gel-Doc (Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA). 

2.1.2. Differenziazione dei sierogruppi di L. monocytogenes mediante 

Multiplex PCR 

Dopo il primo screening per l’identificazione di specie, è stata eseguita una 

Multiplex PCR per differenziare i sierotipi principali di L. monocytogenes (1/2a, 

1/2b, 1/2c e 4b) in quattro sierogruppi, secondo il protocollo proposto da Doumith 

et al. (2004). Nella Tabella 2 sono elencate e descritte le sequenze dei primer 

utilizzate, i rispettivi geni bersaglio e le loro specificità del sierotipo. 
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Tabella 2. Geni target e rispettivi primers utilizzati nella Multiplex PCR per la distinzione genica 

dei sierotipi. 

Geni 
bersaglio Sequenza di primer (5′-3′)   Dimensioni del 

prodotto (bp) 
Sierogruppi di L 
monocytogenes   

lmo0737F AGGGCTTCAAGGACTTACCC 
691 1/2a, 1/2c, 3a e 3c 

lmo0737R  ACGATTTCTGCTTGCCCATTC 
lmo1118 F AGGGGTCTTAAATCCTGGAA 

906 1/2c e 3c  lmo1118 R  CGGCTTGTTCGGCATACTTA 

ORF2819 F  
AGCAAAATGCCAAAACTCGT 

471 
Sierotipi di L. 

monocytogenes 1/2b, 
3b, 4b, 4d e 4e ORF2819 

R  CATCACTAAAGCCTCCCATTG 
ORF2110 F AGTGGACAATTGATTGGTGAA 

597 4b, 4d e 4e 
  ORF2110 

R  CATCCATCCCCTTACTTTGGAC 
prsF1 GCTGAGAGATTGCGAAAGAAG 

370 Tutte le specie di 
Listeria prsR CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG  

 

1 Il gene prs è specifico per i ceppi del genere Listeria, ed è stato inserito come controllo interno. 

 

Le reazioni di amplificazione, in un volume finale di 50 μl, contenevano: 

• 5 μl di DNA purificato, 

• 2 U di Taq polimerasi (GOTAQ Hot start 5U/μl, Promega),  

• 0,2 mM di dNTPs (10 mM, Sigma),  

• 2 mM di MgCl2 (50 mM, Invitrogen),  

• buffer PCR 5X (Flexi Buffer Green GoTaq, Promega),  

• 1 μM per lmo0737, ORF2819 e ORF2110;  

• 1,5 μM per lmo1118;  

• 0,2 μM per prs. 

 

La PCR è stata eseguita con una fase iniziale di denaturazione a 94 º C per 3 minuti; 

35 cicli di 94 º C per 40 secondi, 53 º C per 1,15 minuti e 72 º C per 1,15 minuti; e 

un ciclo finale di 72 º C per 7 minuti in un termociclatore (Geneamp Pcr Sistema 

9700 Thermocycler).  
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Gli amplificati sono stati quindi sottoposti ad elettroforesi su gel di agarosio 3% in 

tris-acetato-EDTA (TAE) 1X (Invitrogen, USA) e visualizzati mediante l’impiego 

del sistema Gel-Doc UV trans illuminator (Bio-Rad, USA) (Doumith et al.,2004). 

La Multiplex PCR è stata sviluppata utilizzando ceppi di referenza di L. 

monocytogenes rappresentanti i quattro sierotipi più comuni:  

• L. monocytogenes ATCC 19111, sierotipo 1/2 a;  

• L. monocytogenes NTCC 10887, sierotipo 1/2 b; 

• L. monocytogenes ATCC 7644, sierotipo 1/2 c;  

• L. monocytogenes ATCC 19115, sierotipo 4 b.  

•  

2.2. Valutazione in vitro dell’attività antimicrobica di batteri lattici nei 

confronti di L. monocytogenes 

2.2.1 Isolamento di LAB autoctoni 

Complessivamente sono stati analizzati n. 4 campioni in pool di latte ovino crudo, 

forniti da un caseificio situato sul territorio regionale. I 4 pool sono stati ottenuti 

mediante prelievo di campioni direttamente dalle cisterne per la raccolta del latte 

dopo il conferimento da parte di allevamenti sardi.  

Aliquote (10 ml) di ciascun campione di latte, sono state omogeneizzate, con 

l’ausilio di uno Stomacher (BagMixer® 400, Interscience, Saint Nom la Bretêche, 

France) con 90 ml di soluzione salina sterile (0,85% NaCl) per 1 minuto e diluite 

in serie da 10-1 a 10-4 (diluizione 1:10). Successivamente, sono state allestite semine 

su piastra per la ricerca di:  

• Lattobacilli termofili: terreno MRS (Man Rogosa and Sharpe, Biolife, 

Milano, Italy) agar, acidificato a pH 5.5 con HCl 0.5 N (MRS 5.5); 

• Lattococchi termofili: terreno M17 (Microbiol, Cagliari, Italy) agar 

addizionato con lattosio (Codex, Farmacopea) alla concentrazione 0.5% (L-

M17); 
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• Streptococcus therophilus: terreno Elliker (Sigma-Aldrich) agar con 

l’aggiunta di Beef extract (Biolife, Milano, Italy) alla concentrazione di 0.5% 

(B-Elliker). 

È stato seminato 0.1 ml di ciascuna diluizione per ogni terreno. Le piastre sono state 

incubate a 45 °C per 48-72 h in aerobiosi ed in anaerobiosi. L'atmosfera anaerobica 

è stata ottenuta mediante l'incubazione delle piastre in giare con l’aggiunta di un kit 

per l’anaerobiosi (Thermo Scientific, Oxoid AnaeroGen, UK).  

L'enumerazione dei microrganismi è stata effettuata in piastre Petri contenenti da 

30 a 300 CFU/ml ed è stata eseguita analisi statistica della varianza (ANOVA, 

ANalysis Of VAriance) dei dati prodotti. 

Colonie singole morfologicamente distinte sono state casualmente selezionate e 

sub-coltivate singolarmente (Figura 1).  
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Figura 1. Piastre Petri con colonie batteriche cresciute dalla semina di latte ovino sardo in terreno 

di coltura rispettivamente: a) L-M17; b) B-elliker; c) MRS 5.5. 

 

  

 
 

2.2.2. Analisi biochimiche e morfologiche: test della Catalasi, prova 

dell’Ossidasi e colorazione di Gram 

Da ogni campione positivo, n. 220 isolati sono stati sottoposti a prove preliminari 

mediante effettuazione del test della catalasi mediante perossido di idrogeno (H2O2, 

a) b) 

c) 
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Titolchimica, Pontecchio Polesine, Italy), della prova dell’ossidasi mediante 

dischetti (Microbiol, Cagliari, Italy) e della colorazione di Gram. 

 

2.3. Screening sull’attività inibente nei confronti di L. monocytogenes 

I batteri selezionati come potenziali LAB autoctoni e una coltura protettiva 

commerciale (CP), sono stati testati in vitro per la loro attività antimicrobica nei 

confronti di L. monocytogenes. 

Mediante metodica Agar Well Diffusion Assay (AWDA) secondo il protocollo 

sviluppato da Moraes et al. (2010), con alcune modifiche, sono stati testati:  

• 74 ceppi batterici identificati come potenziali LAB termofili, isolati da latte 

ovino non trattato termicamente;  

• una coltura protettiva commerciale liofilizzata, Lyofast LPAL, prodotta da 

Sacco System, costituita da un ceppo selezionato di Lactobacillus plantarum 

(batterio lattico mesofilo) produttore di batteriocine.  

 

Per il test AWDA sono state utilizzate piastre contenenti 20 ml di BHI semisolido 

BHI (Brain Heart Infusion, Biolife, Milano, Italy) (0,8g/100ml di agar 

batteriologico) precedentemente inoculate con 105 UFC/ml di L. monocytogenes.  

Con l’ausilio di puntali sterili per pipette da 1000 µl, sulle piastre sono stati creati 

dei pozzetti del diametro di 7,7 mm, nei quali sono stati inoculati 80µl delle colture 

batteriche da testare per l’attività inibitoria nei confronti di L. monocytogenes.  

Il AWDA è stato condotto utilizzando 51 ceppi di L. monocytogenes, 47 dei quali 

isolati da aziende del settore lattiero-caseario situate sul territorio regionale. Il 

criterio di scelta si è basato sulla matrice di isolamento (superficie a contatto o non 

a contatto con l’alimento) e sul sierotipo. I ceppi di campo, elencati nella Tabella 3 

appartenevano alla ceppo-teca interna alla Sezione Ispezione degli Alimenti di 

Origine Animale del Dipartimento di Medicina Veterinaria dell’Università degli 
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Studi di Sassari. Quattro ceppi di L. monocytogenes ATCC19111, NCTC1088, 

ATCC764, ATCC19115 sono stati utilizzati come referenza. 
 

Tabella 3. Ceppi di L. monocytogenes utilizzati come indicatori per testare l'attività antimicrobica 

di CP e dei potenziali LAB in vitro mediante AWDA. Nella tabella la matrice di isolamento e il 

sierotipo per ognuno dei ceppi utilizzati. 

 

CEPPI DI  
L.monocytogenes  

SITO DI ISOLAMENTO A contatto/non a 
contatto con alimenti  

Sierogruppi 

LM023 Macchine di lavaggio 
Formaggi/Ricotta  

a contatto 4b 

LM024 Canalette di scolo a 
pavimento 

non-a contatto  1/2c 

LM025 Canalette di scolo a 
pavimento 

non-a contatto  4b 

LM031 Ricotta salata alimento 4b 
LM035 Pecorino Romano alimento 1/2a 
LM041 Tavoli di drenaggio a contatto 1/2a 
LM054 Macchine di lavaggio 

Formaggi/Ricotta 
a contatto 1/2a 

LM062 Ricotta salata alimento 1/2a 
LM071 Canalette di scolo a 

pavimento 
non-a contatto  1/2b 

LM078 Stampi a contatto 1/2a 
LM081 Filtri del latte a contatto 1/2a 
LM082 Canalette di scolo a 

pavimento 
non-a contatto  4b 

LM088 Canalette di scolo a 
pavimento 

non-a contatto  1/2b 

LM089 Canalette di scolo a 
pavimento 

non-a contatto  1/2a 

LM096 Macchine di lavaggio 
Formaggi/Ricotta  

a contatto 1/2b 

LM104 Stampi a contatto 1/2a 
LM107 Filtri del latte a contatto 1/2a 
LM109 Canalette di scolo a 

pavimento 
non-a contatto  1/2a 

LM123 Tavoli/Nastri trasportatori a contatto 4b 
LM132 Tavoli/Nastri trasportatori a contatto 4b 
LM133 Tavoli/Nastri trasportatori a contatto 4b 
LM135 Pecorino Romano alimento 4b 
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LM174 Canalette di scolo a 
pavimento 

non-a contatto  4b 

LM178 Canalette di scolo a 
pavimento 

non-a contatto  1/2a 

LM378 Canalette di scolo a 
pavimento 

non-a contatto  1/2c 

LM386 Tavoli/Ripiani a contatto 4b 

LM389 Canalette di scolo a 
pavimento 

non-a contatto  1/2b 

LM390 Canalette di scolo a 
pavimento 

non-a contatto  4b 

LM391 Canalette di scolo a 
pavimento 

non-a contatto  4b 

LM393 Canalette di scolo a 
pavimento 

non-a contatto  4b 

LM394 Tavoli/Ripiani a contatto 1/2b 

LM406 Canalette di scolo a 
pavimento 

non-a contatto  1/2c 

LM537 Pecorino Romano alimento 1/2b 

LM565 Ricotta zuccherata alimento 1/2a 

LM582 Macchine di lavaggio 
Formaggi/Ricotta  

a contatto 1/2b 

LM687 Macchine di lavaggio 
Formaggi/Ricotta  

a contatto  1/2b 

LM701 Pavimento non-a contatto  1/2b 

LM717 Pavimento non-a contatto  1/2b 

LM721 Macchine di lavaggio 
Formaggi/Ricotta  

a contatto  1/2b 

LM734 Formaggi alimento 1/2b 

LM741 Ricotta salata alimento 1/2c 
LM783 Canalette di scolo a 

pavimento 
non-a contatto  1/2a 

LM788 Ricotta salata alimento 1/2a 

LM820 Pavimento non-a contatto  4b 

LM822 Pavimento non-a contatto  4b 

LM837 Canalette di scolo a 
pavimento 

non-a contatto  1/2b 

LM843 Ricotta salata alimento 1/2c 

ATCC19111 

Ceppi di Referenza 

1/2a 
NCTC10887 1/2b 
ATCC7644 1/2c 

ATCC19115 4b 
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Il protocollo di tale fase sperimentale è stato articolato in due fasi:  

Fase 1: Agar Well Diffusion Assay utilizzando i 74 potenziali LAB e la CP tal quali. 

In breve, i ceppi, previa crescita negli specifici brodi di coltura e alle idonee 

condizioni di crescita, sono stati testati per le loro capacità antimicrobiche nei 

confronti di L. monocytogenes in vitro.  

Fase 2: per valutare la capacità dei potenziali LAB e della CP di produrre sostanze 

di natura proteica ad azione batteriostatica/battericida, è stato condotto un Agar 

Well Diffusion Assay utilizzando il loro surnatante privo di cellule (CFS).  

 

2.3.1. Agar Well Diffusion Assay: Fase 1 

Una colonia in purezza per ognuno dei 74 potenziali LAB (Tabella 4) è stata sub-

coltivata in 10 ml del loro specifico brodo di coltura ed incubata a 45°C per 17 h in 

bagnetto termostatato ad agitazione (GFL Shaking Water Baths Orbital Motion 

1092).  

Per rispettare le indicazioni fornite dal produttore, 1,5 mg di CP sono stati inoculati 

in 10 ml brodo MRS ed incubati a 30 °C per 17 h in bagnetto termostatato ad 

agitazione.   
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Tabella 4. Ceppi potenziali LAB utilizzati per la Fase 1 del AWDA, con indicazioni sulle 

caratteristiche morfologiche, forma, colorazione di Gram e proprietà biochimiche (catalasi e 

ossidasi). Le sezioni a), b) e c) suddividono i ceppi in relazione ai terreni di coltura idonei per la loro 

crescita in vitro, rispettivamente: MRS pH 5.5, L-M17 e B-Elliker.  

 

 
 

 

80 µl di ciascuna sospensione batterica sono stati dispensati nei pozzetti ottenuti 

nelle piastre contenenti BHI precedentemente inoculato con L. monocytogenes 

secondo il protocollo descritto nel paragrafo 2.3. 

 

2.3.2. Agar Well Diffusion Assay: Fase 2 

La seconda fase sperimentale del AWDA ha riguardato la ricerca di eventuali 

sostanze inibenti prodotte da parte della CP e dei potenziali LAB positivi 

all’AWDA di fase 1.  

Forma Gram Cat Ox Forma Gram Cat Ox Forma Gram Cat Ox
L1 MRS 7a Bacilli + - - L1 M17 10b Cocchi + - - L1 B-E 7a Cocchi + - -
L1 MRS 10a Bacilli + - - L1 M17 13a Cocchi + - - L1 B-E 13a Cocchi + - -
L2 MRS 2a Bacilli + - - L1 M17 19a Cocchi + - L2 B-E 10a Cocchi + -
L2 MRS 4a Bacilli + - - L1 M17 2b Cocchi + - - L3 B-E 7a Cocchi + - -
L2 MRS 7a Bacilli + - - L1 M17 3b Cocchi + - - L1 B-E 2b Bacilli + - -
L3 MRS 3a Cocchi + - - L1 M17 5b Cocchi + - - L1 B-E 5b Cocchi + - -
L3 MRS 7a Cocchi + - - L1 M17 6b Bacilli + - - L1 B-E 10b Cocchi + - -
L4 MRS 1a Bacilli + - - L1 M17 8b Cocchi + - - L2 B-E 2b Bacilli + - +
L4 MRS 2a Bacilli + - L2 M17 10a Cocchi + - - L2 B-E 4b Bacilli + - -
L4 MRS 8a Bacilli + - - L2 M17 10b Cocchi + - + L2 B-E 9b Bacilli + - -
L1 MRS 1b Bacilli + - L2 M17 1b Cocchi + - - L3 B-E 9b Cocchi + - -
L1 MRS 2b Cocchi + - - L2 M17 2a Bacilli + - + L4 B-E 8b Cocchi + - -
L1 MRS 3b Bacilli + - - L2 M17 4a Bacilli + - - L4 B-E 10b Cocchi + - -
L1 MRS 4b Bacilli + - - L2 M17 4b Cocchi + - -
L1 MRS 5b Bacilli + - - L2 M17 9b Cocchi + - -
L2 MRS 2b Cocchi + - - L3 M17 2b Cocchi + - -
L2 MRS 4b Bacilli + - - L3 M17 3b Cocchi + - -
L2 MRS 7b Bacilli + - - L3 M17 5a Cocchi + - -
L2 MRS 8b Bacilli + - - L3 M17 8a Cocchi + - -
L2 MRS 9b Bacilli + - - L3 M17 8b Cocchi + - +
L3 MRS 1b Bacilli + - - L4 M17 10b Bacilli + - -
L3 MRS 2b Bacilli + - - L4 M17 2a Bacilli + - -
L3 MRS 3b Bacilli + - - L4 M17 2b Cocchi + - -
L3 MRS 4b Bacilli + - - L4 M17 3b Cocchi + - -
L3 MRS 5b Bacilli + - - L4 M17 4a Cocchi + - -
L3 MRS 7b Bacilli + - - L4 M17 6b Cocchi + - -
L4 MRS 1b Bacilli + - - L4 M17 7b Cocchi + - -
L4 MRS 2b Bacilli + - -
L4 MRS 4b Bacilli + - -
L4 MRS 5b Bacilli + - -
L4 MRS 7b Bacilli + - -
L4 MRS 8b Bacilli + - -
L4 MRS 10b Cocchi + - -

Terreno 
di 

coltura 

MRS 
pH 5,5

Ceppi potenziali LAB testati mediante Agar Well Diffusion Assay 

Nome

B-Elliker

Nome

L-M17

Terreno 
di 

coltura 
Nome

Caratteristiche morfologiche e 
biochimiche

Caratteristiche morfologiche e 
biochimiche

Caratteristiche morfologiche e 
biochimiche

Terreno 
di 

coltura 

a)                                        b)                                                           c) 
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Sono stati preparati surnatanti privi di cellule (CFS) partendo da colture microbiche 

ottenute in idonee condizioni di crescita, come descritto nel punto 2.3.1. La 

sospensione batterica è stata quindi centrifugata a 10.000 × g per 10 minuti. Il 

surnatante così ottenuto è stato alcalinizzato correggendo il pH a 6,0 con NaOH 1M 

ed è stato infine sterilizzato per filtrazione con apposito filtro con pori di 0.22 µm 

(Millex SLGP033RS, Millipore, Bedford, MA, U.S.A.). 80 µl di ciascuna 

sospensione sono stati depositati nei pozzetti ricavati nelle piastre BHI inoculati 

con L. monocytogenes secondo il protocollo descritto nel paragrafo 2.3. 

In tutte le prove, un pozzetto è stato inoculato con 80 µl di NaCl 0,85% come 

controllo negativo.  

Le piastre dell’AWDA sono state incubate a 37°C per 24 ore ed esaminate per la 

presenza di un alone di inibizione. Per determinare la capacità batterica di inibire 

L. monocytogenes, è stato misurato il diametro dell’alone di inibizione (cm), 

quando prodotto.  

 

2.4. Attività antimicrobica in differenti medium di crescita 
 
Sono state eseguite indagini sull’adattabilità della coltura protettiva commerciale e 

dei LAB ai prodotti lattiero-caseari.  

La CP e i potenziali LAB risultati positivi ai test AWDA sono stati testati per la 

loro attività antimicrobica nei confronti di L. monocytogenes in vitro previa crescita 

in scotta. 1,5 mg di CP sono stati inoculati in 10 ml di scotta ed incubati a 30 °C; 

una colonia per ciascun potenziale LAB è stata inoculata in 10 ml di scotta ed 

incubata a 45°C. Tutti i ceppi testati sono stati incubati per 17 ore in bagnetto 

termostatato in agitazione. 

Sono state allestite piastre per AWDA come descritto nel paragrafo 2.3, e nei 

pozzetti sono stati dispensati 80 µl delle sospensioni batteriche ottenute previa 

crescita in scotta.  
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Le piastre sono state incubate a 37°C per 24 ore ed è stata valutata la presenza 

dell’alone di inibizione. 

 

2.5. Enumerazione dei potenziali LAB e della CP previa crescita in terreni 

convenzionali e in scotta 

 
Per comprendere se l’azione inibente da parte dei microrganismi testati nei 

confronti di L. monocytogenes fosse correlata alla loro concentrazione e/o al 

medium di crescita utilizzato, è stata effettuata e comparata l’enumerazione dei 

batteri vitali previa crescita in terreni di coltura convenzionali e in scotta: 

• 1,5 mg di CP sono stati inoculati in 10 ml di MRS broth e in 10 ml di scotta 

ed incubati per 17 ore a 30 °C; 

• Una colonia per ciascun presunto LAB è stata sub-coltivata in 10 ml dei 

rispettivi brodi di coltura idonei (MRS pH 5,5; L-M17; B-Elliker) e in 10 ml 

di scotta ed incubati per 17 ore a 45°C. 

È stato prelevato 1 ml da ciascuna coltura batterica e sono state effettuate diluizioni 

seriali (1:10) utilizzando NaCl 0,85% come diluente. Ciascuna delle diluizioni è 

stata inoculata nel terreno specifico per ognuno dei microorganismi.  Le piastre 

sono state incubate per 48-72 ore a 30°C per CP e a 45°C per i potenziali LAB 

termofili.  

Successivamente si è proceduto all’'enumerazione dei microrganismi in piastre 

Petri contenenti da 30 a 300 CFU/ml. 

 

2.6. Identificazione molecolare dei ceppi microbici 
 
Sette potenziali LAB termofili autoctoni risultati efficaci nei confronti di L. 

monocytogenes mediante il test AWDA, sono stati inviati a BMR Genomics 

(Padova, Italia) per il sequenziamento del gene rRNA 16S per l’identificazione a 

livello di specie secondo metodica Sanger. Una ricerca per l'omologia delle 
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sequenze è stata effettuata utilizzando l'algoritmo BLAST disponibile sul server 

NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

 

2.7. Effetto della proteinasi K sull’attività battericida della coltura 

protettiva commerciale 

 
Per confermare che l’attività antibatterica della CP fosse mediata da peptidi o 

proteine, come le batteriocine, il CFS è stato sottoposto a trattamento con l’enzima 

proteinasi K. La proteinasi K è una proteasi ad alta attività, stabile ad un ampio 

range di pH e capace di resistere alle alte temperature. Per rilevare la suscettibilità 

delle batteriocine prodotte dalla CP (L. plantarum) alla proteolisi, sono stati 

prelevati campioni di CFS e trattati a 37 °C per 2 ore con proteinasi K ad una 

concentrazione finale di 1 mg/ml. Dopo la regolazione del pH a 6,5, i campioni 

sono stati filtrati attraverso un filtro sterile da 0,22 μm (Millipore) e l'attività 

antimicrobica è stata determinata mediante il metodo AWDA come descritto nel 

paragrafo 2.3. (Lin e Pan, 2019). 

 

2.8. Potenziale di crescita e di acidificazione di CP e LAB in scotta 

Per valutare la capacità di crescita e l’attività acidificante dei microrganismi con 

attività bioprotettiva, sono state prodotte curve di crescita e di acidificazione della 

coltura protettiva commerciale e dei quattro LAB autoctoni che avevano mostrato i 

migliori risultati in vitro: L4 M17 2a; L3 MRS 5b; L2 MRS 7b e L4 MRS 4b. 

In modo da ottenere i risultati in triplicato, sono state preparate 3 beute sterili 

contenenti ciascuno 1 litro di scotta. In ognuna sono stati inoculati 15 mg della 

coltura protettiva commerciale liofilizzata Sacco - Lyofast LPAL. Secondo le 

indicazioni fornite dal produttore, con tale quantitativo si apporta una carica stimata 
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di 106 UFC/ml. Tutti i barattoli sono stati incubati per 24 ore a 37 °C in bagnetto 

termostatato.  

Con l’obiettivo di rendere comparabili i dati ricavati dalla sperimentazione, anche 

i LAB sono stati testati ad una concentrazione di 106 UFC/ml. Una colonia di 

ciascun LAB è stata inoculata in 100 ml di scotta, incubati per 14 ore a 45°C fino a 

raggiungere la concentrazione di 107 UFC/ml. La sospensione batterica ottenuta è 

stata inoculata in 3 beute sterili contenenti 900 ml di scotta in modo da ottenere una 

diluzione 1:10 e una carica stimata di 106 UFC/ml. La scotta così inoculata è stata 

incubata per 24 ore a 45 °C (Figura 2).  

 
Figura 2. L’immagine ritrae le beute contenenti la scotta inoculata con i potenziali LAB per lo studio 

della cinetica di crescita e di acidificazione. 

 
Campioni di scotta sono stati analizzati prima dell’inoculo (T0-pre inoculo) e subito 

dopo l’inoculo (T0-post inoculo) dei microrganismi, dopo i seguenti tempi di 

incubazione: 4 ore (T4), 8 ore (T8), 9 ore (T9), 10 ore (T10), 11 ore (T11), 12 ore (T12) 

e 24 ore (T24).  
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Sono state effettuate diluizioni seriali (1:10) utilizzando NaCl 0,85% di ciascun 

campione prelevato e sono stati seminati su piastre Petri contenenti:  

• MRS agar per i campioni inoculati con CP ed incubati a 30°C per 48-72 ore;  

• L-M17 agar per i campioni inoculati con il LAB “L4 M17 2a” ed incubati a 

45°C per 48-72 ore; 

• MRS pH 5,5 agar per i campioni inoculati con i LAB L3 MRS 5b, L2 MRS 

7b e L4 MRS 4b ed incubati a 45°C per 48-72 ore.  

Le curve di crescita sono stata costruite con il tempo sull'asse x e la concentrazione 

dei microrganismi espressa in Log UFC/ml sull'asse y (Figura 8). 

Parallelamente, tutti i campioni prelevati sono stati utilizzati per valutare la capacità 

inibente di ciascun microrganismo nei confronti di L. monocytogenes previa 

crescita in scotta mediante Agar Well Diffusion Assay.  

Temperatura e pH sono stati valutati ogni 15 minuti nel corso delle 24 ore della 

sperimentazione utilizzando il WTW™ misuratore portatile per pH 3110 

ProfiLine™. I dati ottenuti hanno prodotto una curva di acidificazione con il tempo 

sull'asse x e la scala del pH sull'asse y (Figura 10).  

I dati raccolti da questa fase sperimentali sono stati impiegati per l’analisi statistica 

(ANOVA, ANalysis Of VAriance). 

 

2.9.  Caseificazione sperimentale su scala pilota 
 
Dopo aver identificato i LAB termofili autoctoni mediante sequenziamento del 

gene rRNA 16S ed elaborato i risultati ottenuti dalle prove di laboratorio, sono state 

eseguite tre prove di caseificazione sperimentale su scala pilota seguendo la 

tecnologia di produzione del Pecorino Sardo Dolce DOP. Questa fase sperimentale 

è avvenuta usufruendo dei locali e delle attrezzature del mini-caseificio del 

Dipartimento di Medicina Veterinaria dell’Università degli Studi di Sassari. Per 

ognuna delle tre produzioni sperimentali (EP1, EP2, EP3) sono stati utilizzati 10 
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litri di latte ovino sardo trattato termicamente a cui è stata aggiunta una coltura 

madre contenente: 

1. Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii (EP1); 

2. Lactobacillus delbrueckii subsp. indicus (EP2); 

3. Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis strain KCTC 3035 (EP3). 

 

2.9.1. Preparazione della coltura madre 

Per ciascuna caseificazione è stato prodotto 1 litro di coltura madre. Ognuno dei 

ceppi batterici impiegati è stato inoculato in 1 litro di scotta e incubato a 45°C per 

17 ore. La coltura madre così prodotta, è stata addizionata dopo l’aggiunta degli 

starter tradizionalmente usati per la produzione del Pecorino Sardo DOP, prima 

della coagulazione del latte.  

 

2.9.2. Prelievo dei campioni e analisi microbiologiche 

Campioni dei formaggi sperimentali sono stati raccolti nel corso della 

caseificazione a 0 ore (T0, cagliata dopo rottura del coagulo), 4 ore (T4), 8 ore (T8), 

10 ore (T10) e 24 ore (T24).  su tutti i campioni è stata effettuata l’enumerazione di 

batteri lattici termofili e mesofili (UFC/g) mediante semina su piastra Petri in MRS 

pH 5,5 ed incubazione rispettivamente a 45°C e 30°C per 48-72 ore in condizioni 

anaerobiche.  

Dai dati ottenuti, per ogni caseificazione sperimentale, è stata costruita una curva 

di crescita con il tempo sull'asse x e la concentrazione dei microrganismi espressa 

in Log UFC/ml sull'asse y. 

Per tutti i campioni prelevati, è stata applicata la metodica Agar Well Diffusion 

Assay per la valutazione dell’efficacia dei LAB nei confronti di L. monocytogenes 

dopo il loro utilizzo in un processo di caseificazione sovrapponibile a quello 

utilizzato per la produzione del Pecorino Sardo Dolce DOP.   
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È stato misurato il pH nel corso delle 24 ore di analisi, ed è stata quindi ottenuta 

una curva di acidificazione con il tempo sull'asse x e la scala del pH e sull'asse y.  

I risultati ottenuti sono stati decisivi e preliminari alla pianificazione del Challenge 

Test.  

 

2.9.3. Adattabilità di CP e di Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii al latte 

Preliminarmente all’avvio del Challenge test, si è allestita una prova di laboratorio 

per testare il comportamento dei microrganismi ad attività bioprotettiva nel latte di 

pecora. Il latte ovino trattato termicamente (LOT) è stato fornito da un caseificio 

situato in Sardegna. La CP e L. sunkii ad una concentrazione di 106 UFC/ml sono 

stati inoculati separatamente in 3 beute sterili contenenti LOT. Il latte così inoculato 

è stato mantenuto alle idonee temperature di crescita di CP (37°C) e di L. sunkii 

(45°C) per 24 ore. Sono stati prelevati campioni prima dell’inoculo (T0-pre inoculo) 

e subito dopo l’inoculo (T0-post inoculo) dei microrganismi, dopo i seguenti tempi 

di incubazione: 4 ore (T4), 8 ore (T8), 9 ore (T9), 10 ore (T10), 11 ore (T11), 12 ore 

(T12) e 24 ore (T24). Tutti i campioni sono stati analizzati per: 

- enumerazione dei batteri lattici;  

- capacità inibente di CP e L. sunkii nei confronti di L. monocytogenes (AWDA);  

- proprietà acidificante nel latte.  

Tutte le analisi sono state eseguite come descritto nella sezione 2.8. 

È stata prodotta una curva di crescita di comparazione tra CP e L. sunkii con il 

tempo sull'asse x e la concentrazione dei microrganismi, espressa in Log UFC/ml, 

sull'asse y (Figura 12). Allo stesso modo è stata costruita una curva di 

acidificazione avente il tempo espresso sull'asse delle ascisse e la scala del pH 

sull'asse delle ordinate (Figura 14). 
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2.10. Challenge test 
 
Per valutare la dinamica di crescita di L. monocytogenes nel Pecorino Sardo Dolce 

DOP è stato allestito un challenge test su tre lotti di formaggi inoculati con una 

coltura protettiva commerciale liofilizzata, (Sacco - Lyofast LPAL) composta da 

un ceppo selezionato di Lactobacillus plantarum (CP) e un ceppo di Lactobacillus 

delbrueckii subsp. sunkii isolato da latte ovino proveniente da allevamenti regionali. 

Per la progettazione del Challenge test si è fatto riferimento al documento “EURL 

Lm Guidance Document to evaluate the competence of laboratories implementing 

challenge tests and durability studies related to L. monocytogenes in ready-to-eat 

foods”.  

 

2.10.1. Disegno sperimentale 

Il challenge test è stato condotto su tre lotti di formaggio prodotti in tre giornate di 

lavorazione distinte, al fine di garantire la riproducibilità dei risultati.  

Per ogni lotto sono state impiegate tre polivalenti da 3500 litri ciascuna dedite 

rispettivamente alla produzione di:  

1. Pecorino Sardo Dolce con l’inoculo di una scotta-innesto contenente la 

Lyofast LPAL, prodotta da Sacco System, composta da un ceppo selezionato 

di Lactobacillus plantarum produttore di batteriocine (PSA); 

2. Pecorino Sardo Dolce con l’inoculo di una scotta-innesto contenente 

Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii  (PSB); 

3. Pecorino Sardo Dolce senza scotta-innesto, prodotto seguendo la tecnologia 

di produzione tradizionale. Questa produzione ha rappresentato il controllo 

(CTRL). 

Per tutte le produzioni sperimentali è stata rispettata la tecnologia di produzione del 

Pecorino Sardo Dolce DOP, le uniche modifiche apportate riguardavano l’aggiunta 

della scotta-innesto per PSA e PSB. 
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Al termine della stagionatura, le forme delle tre tipologie di prodotto sono state 

porzionate in sei spicchi ciascuna e contaminate sperimentalmente con L. 

monocytogenes. Sono quindi state condotte attività di campionamento per valutare 

i parametri microbioogici e chimico-fisici del prodotto durante tutta la shelf-life. 

 

2.10.2. Diagramma di flusso della produzione del Pecorino Sardo Dolce DOP 

La Figura 3. riassume la tecnologia di produzione del Pecorino Sardo Dolce DOP, 

oggetto del presente lavoro. 
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Figura 3. Diagramma di flusso della produzione del Pecorino Sardo Dolce DOP.

 
1. U.R. : umidità relativa  

1. 



 
 

Maria Pina Meloni – “Adozione di colture bioprotettive per migliorare la sicurezza e la 
conservabilità dei formaggi a base di latte ovino” 

Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie - Ciclo XXXIV 
Indirizzo: Produzione, Qualità e Sicurezza Alimentare 

Università degli Studi di Sassari 
 

71 
 

2.10.3. Preparazione della scotta-innesto 

In ogni polivalente di PSA e PSB sono stati versati 30 litri di scotta-innesto (Figura 

4).  

 
Figura 4. Inoculo della scotta-innesto in polivalente. 

 
Per la preparazione della scotta-innesto per PSA sono stati inoculati 4,5 g di coltura 

protettiva liofilizzata, nel rispetto delle indicazioni fornite dal produttore, in 30 litri 

di scotta ed incubata a 37°C per 17 ore prima del suo utilizzo.  

Per PSB, la scotta-innesto è stata preparata aggiungendo ai 30 litri di scotta, 1 litro 

di coltura madre preparata come descritto nel paragrafo 2.9.1., e mantenuta a 45°C 

per 17 ore prima del suo utilizzo. 

Per le produzioni PSA e PSB, la scotta-innesto è stata aggiunta subito dopo 

l’inoculo degli starters, prima della fase di coagulazione.  
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Per la produzione CTRL è stata rispettata la tecnologia descritta nella Figura 3, 

senza aggiunta di scotta-innesto. 

 

2.10.4. Preparazione della sospensione microbica di L. monocytogenes per la 

contaminazione sperimentale 

L’inoculo sperimentale era costituito da un pool di 5 ceppi distinti di L. 

monocytogenes, dei quali tre di referenza e due di campo isolati dal caseificio 

partern del presente progetto, di modo che fossero rappresentativi dei ceppi 

residenti:  

1. L. monocytogenes ATCC19111, sierotipo 1/2a (ceppo di referenza) 

2. L. monocytogenes NCTC10887, sierotipo 1/2b (ceppo di referenza) 

3. L. monocytogenes ATCC19115, sierotipo 4b (ceppo di referenza) 

4. L. monocytogenes LM837, sierotipo 1/2b (isolato da una canaletta di scolo a 

pavimento presso lo stabilimento partner) 

5. L. monocytogenes LM843, sierotipo 1/2c (isolato da una ricotta salata 

prodotta presso il caseificio partner).  

La scelta dei ceppi per la contaminazione sperimentale è ricaduta sui microrganismi 

sopra elencati in quanto rappresentativi dei più comuni sierotipi di L. 

monocytogenes. Inoltre, in merito ai due ceppi di campo, LM837 era stato isolato 

da superfici non a contatto con gli alimenti mentre LM843 proveniva da un alimento 

(ricotta salata).  

Ciascun ceppo di L. monocytogenes, conservato in brodo BHI e glicerolo ad una 

temperatura di – 80° C, è stato scongelato, seminato in terreno BHA (Brain Heart 

Infusion agar, Biolife, Milano, Italy) ed incubato alla temperatura di 37°C per 24 

ore. Una colonia di ogni ceppo è stata sub-coltivata in 10 ml di brodo BHI (Brain 

Heart Infusion, Biolife, Milano, Italy) ed incubata a 37°C per 18 ore per garantire 

il raggiungimento dell'inizio della fase stazionaria. Per pre-adattare le cellule alle 
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condizioni ambientali previste dal challenge test, le sospensioni batteriche sono 

state stoccate a +4°C per 7 giorni. Una volta accertato che la concentrazione 

microbica fosse pari a 109 UFC/ml, le 5 colture di L. monocytogenes sono state 

miscelate insieme in volumi uguali. Il pool ottenuto è stato diluito 1:10 con NaCl 

0,85% per raggiungere la concentrazione di circa 102 UFC/ml stabilita per la 

contaminazione sperimentale.  

 

2.10.5. Contaminazione sperimentale degli spicchi di Pecorino Sardo Dolce 

DOP 

Trascorso il periodo di stagionatura di 20 giorni, 10 forme di PSA, 10 forme di PSB 

e 10 forme di CTRL sono state porzionate per ottenere 6 spicchi di circa 300 

grammi ciascuno per forma. La contaminazione sperimentale degli spicchi di 

formaggio è stata condotta utilizzando una cappa sterile a flusso laminare, presso i 

laboratori della Sezione Ispezione degli Alimenti di Origine Animale del 

Dipartimento di Medicina Veterinaria dell’Università degli Studi di Sassari.  

Per simulare la contaminazione derivata dai processi di porzionatura dell’alimento, 

si è eseguita una contaminazione superficiale degli spicchi. La contaminazione è 

avvenuta con l’ausilio di una spatola sterile mediante trascinamento lungo le due 

facce degli spicchi come mostrato nella Figura 5 Per ognuna delle tipologie di 

formaggio (PSA, PSB e CTRL), 6 spicchi per ogni lotto non sono stati contaminati 

sperimentalmente con L. monocytogenes e sono stati utilizzati come “bianco” 

(controllo negativo). 

Tutti i campioni, contaminati e bianchi, sono stati confezionati sottovuoto e stoccati 

a due differenti temperature:  

• + 4°C, per simulare condizioni di conservazione corrette; 

• + 10°C, per simulare un abuso termico. 
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Figura 5. Procedura di contaminazione superficiale degli spicchi con L. monocytogenes. L’ansa 

sterile consente la simulazione di una contaminazione da taglio provocata da una lama o da 

apparecchi taglia formaggio. 

 

 
 

2.10.6. Campionamenti, test microbiologici e analisi dei parametri chimico-

fisici 

Per ognuno dei tre lotti prodotti sono state predisposte quattro attività di 

campionamento. Sono stati prelevanti campioni di PSA, PSB e CTRL:  

• Durante la caseificazione (T0). Questa fase di analisi aveva l’obiettivo di 

verificare l’assenza di L. monocytogenes negli spicchi di formaggio. A T0 sono 

stati eseguiti prelievi di:  

- cagliata dopo rottura del coagulo (T0 CR); 

- cagliata dopo la fase di stufatura (T0 CS); 

• il giorno successivo alla contaminazione con L. monocytogenes (T21); 

 
• dopo 90 giorni dalla produzione (T90) che corrisponde alla shelf-life del 

prodotto; 
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Per il campionamento a T0 sono stati prelevati: 

• 10 ml di scotta-innesto PSA; 

• 10 ml di scotta-innesto PSB. 

 

• tre aliquote da 10 grammi ciascuna di cagliata dopo rottura del coagulo di PSA 

(CAGL.ROT.PSA); 

• tre aliquote da 10grammi ciascuna di cagliata dopo rottura del coagulo di PSB 

(CAGL.ROT.PSB); 

• tre aliquote da 10 grammi ciascuna di cagliata dopo rottura del coagulo di 

CTRL (CAGL.ROT.CTRL).  

 

• tre aliquote da 10 grammi ciascuna di cagliata dopo la fase di stufatura di PSA 

(CAGL.STUF.PSA); 

• tre aliquote da 10 grammi ciascuna di cagliata dopo la fase di stufatura di PSB 

(CAGL.ROT.PSB); 

• tre aliquote da 10 grammi ciascuna di cagliata dopo la fase di stufatura di 
CTRL (CAGL.ROT.CTRL). 

 

Per le successive fasi del challenge test (T21, T90, T120), dagli spicchi contaminati e 

dai bianchi, sono state ottenute aliquote da 10 grammi ciascuna raschiando la 

superficie di taglio della pasta con l’ausilio di una lama da bisturi sterile (Figura 6).  
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Figura 6. Prelievo delle aliquote di campione dalla superficie degli spicchi dei formaggi impiegati 

per il Challenge test.  

 

 
 

I campioni prelevati durante T0, T21, T90 e T120 sono stati utilizzati per la 

determinazione dei batteri lattici mesofili e termofili (ISO 15214:1998) e per 

determinazione qualitativa e quantitativa di L. monocytogenes (ISO 11290-1: 2017 

e ISO 11290-2: 2017).  

Per l’enumerazione dei batteri mesofili e termofili, 10 g di ciascun campione sono 

stati omogeneizzati, con l’ausilio di uno Stomacher, con 90 ml di NaCl 0,85% per 

1 minuto, diluiti in serie (1:10) e 1 ml di ciascuna diluizione è stato seminato su 

MRS pH 5,5. Per la conta dei batteri mesofili e termofili, le piastre Petri sono state 

incubate rispettivamente a 30°C e a 45°C in anaerobiosi per 48-72 ore. 

Per la determinazione e il conteggio di L. monocytogenes, 10 g di ciascun campione 

sono stati prelevati e analizzati secondo quanto precedentemente descritto. Su tutti 

i campioni analizzati si è proceduto alla valutazione del pH utilizzando il WTW™ 

misuratore per pH 3110 ProfiLine™ (Willis Towers Watson, Londra, Regno Unito) 

e dell’aw mediante l’apparecchio AQUALAB 4TE (METER Group, Inc. USA). 
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Tutte le prove sono state eseguite in triplicato: per ogni tempo di analisi sono stati 

campionati tre spicchi di PSA, tre spicchi di PSB e tre spicchi di CTRL.  

L'analisi dei dati ottenuti è stata oggetto di indagine statistica della varianza 

(ANOVA, ANalysis Of VAriance). 
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CAPITOLO III: RISULTATI 

 
3.1. Valutazione della prevalenza di L. monocytogenes presso il caseificio 

 
A seguito del campionamento ambientale presso il caseificio, L. monocytogenes è 

stata rilevata in 9/28 campioni con una prevalenza del 32,1%. Il patogeno è risultato 

assente in tutti i campioni prelevati da alimenti e in tutte le superfici a contatto con 

gli stessi. Due delle positività sono state riscontrate in campioni prelevati da 

superfici non a contatto con l’alimento (pavimento e canaletta di scolo) dall’area di 

porzionamento e confezionamento (2/9; 22,2%). Dall’analisi quantitativa solo un 

campione è risultato positivo con un livello di contaminazione pari a 1,78 Log10 

UFC/cm2.  

La tabella sottostante (Tabella 5) riporta i dati relativi all’isolamento di L. 

monocytogenes nei campioni prelevati da diverse aree dello stabilimento.  

 
Tabella 5. Sintesi dei dati sulla prevalenza e l’enumerazione di L. monocytogenes  

AREA PRELIEVO CAMPIONE  

L.monocytogenes 
metodica 

quantitativa 
(Log10 UFC/cm2) 

Lmonocytogenes 
metodica 

qualitativa 

RICEVIMENTO 
LATTE Filtro latte -2 - 

CASEIFICAZIONE/ 
SALA LAVORAZIONE 

Pavimento - - 
Canaletta - - 
Stampi (pool) - - 
Carrelli/scaffali 
drenaggio (pool) - - 

Lavastivali -  +3 

SALATURA 
FORMAGGI E/O 
RICOTTE 

Pavimento - + 
Canaletta - - 
Tavoli/Scaffali/Nastri 
salagione - - 

LAVAGGIO 
FORMAGGI 

Pavimento 1,78 + 
Canaletta - + 
Canaletta lavaggio PS1 - + 
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Macchina lavaprodotti 
(interno) - - 

Griglie PS - - 

CELLA FRIGO  
Pavimento - - 
Canaletta - + 
Tavoli/Scaffali/Ripiani - - 

PECORINO SARDO  Lotto n. 192756  - - 
STAGIONATURA 
FORMAGGI CELLA (N 
6) 

Pavimento - + 

Tavoli/Scaffali/Ripiani - - 

PECORINO SARDO   - - 

PORZIONAMENTO E 
CONFEZIONAMENTO  

Tagliaformaggi a lama - - 
Tagliaformaggi a filo - - 
Pavimento - + 
Canaletta - + 
Tavoli Scaffali Ripiani - - 

GLIGLIE ACCIAO   - - 
PECORINO SARDO   - - 

 
1 PS: Pecorino Sardo 

2. - : risultato negativo, assenza di L. monocytogenes  
3. + : risultato positivo, presenza di L. monocytogenes  

 

3.1.1. Identificazione di specie di Listeria isolate mediante Multiplex PCR 

Dall’isolamento di 3-5 colonie dai campioni positivi con morfologia ascrivibile al 

genere Listeria, un totale di 31 isolati è stato sottoposto a Multiplex PCR per 

l’identificazione molecolare di specie. Solo 1/31 (4,3%) degli isolati è stato 

identificato come L. innocua, i restanti 30/31 (96,7%) sono stati identificati come 

L. monocytogenes.  
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3.1.2. Differenziazione dei sierogruppi più comuni di L. monocytogenes 

mediante Multiplex PCR 

Tra i 30 ceppi di L. monocytogenes sottoposti a Multiplex PCR sono stati 

identificati due sierotipi: 1/2a e 4b, il 93% (28/30) dei ceppi testati sono stati 

identificati come sierotipo 1/2a, mentre due isolati sono risultati appartenere al 

sierotipo 4b.  

 

3.2. Isolamento ed identificazione di ceppi batterici con attività antimicrobica 

nei confronti di L. monocytogenes 

I risultati relativi ai livelli dei microorganismi lattici isolati dai diversi terreni 

selettivi incubati in aerobiosi e anaerobiosi, sono mostrati nella Tabella 6.  

I livelli medi dei LAB (log10 CFU/ml) rilevati mediante semina in MRS 5,5 sono 

risultati significativamente inferiori (p < 0,01) rispetto a quelli riscontrati mediante 

semina in L-M17 e B-Elliker.  
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Tabella 6.a Livelli medi (log10 CFU/ml media±deviazione standard) dei LAB termofili isolati da 

latte crudo mediante semina in MRS pH 5,5, L-M17 e B-Elliker in condizioni aerobiche. 

 

CRESCITA IN AEROBIOSI 

 
Campioni di latte crudo 

Terreni di coltura 

MRS pH 5.5 L - M17 B - Elliker 

L1 b 2,1 a ± 0,3 c 3,6 ± 0,0 3,5 ± 0,0 
L2 3,0 ±0,7 3,5 ± 0,1 3,7 ± 0,2 
L3 1,4 ±0,8 3,6 ± 0,2 3,8 ± 0,2 
L4 2,7 ± 0,1 3,2 ± 0,6 3,7 ± 0,3 

a log10 CFU/ml  b Pool di latte crudo    c media Log10CFU/ml ± deviazione standard 
 

Tabella 6.b Livelli medi (log10 CFU/ml media±deviazione standard) dei LAB termofili isolati da 
latte crudo mediante semina in MRS pH 5,5, L-M17 e B-Elliker in condizioni anaerobiche. 
 

CRESCITA IN ANEROBIOSI 

 
Campioni di latte crudo 

Terreni di coltura 

MRS pH 5.5 L - M17 B - Elliker 

L1 b 2,2 a ± 0,1 c 4,6 ± 0,3 4,3 ± 0,2 
L2 2,8 ± 0,4 4,5 ± 0,2 4,6 ± 0,2 
L3 2,3 ± 0,1 3,9 ± 0,3 4,3 ± 0,3 
L4 3,0 ± 0,2 4,8 ± 0,2 4,5 ± 0,2 

a log10 CFU/ml  b Pool di latte crudo    c media Log10CFU/ml ± deviazione standard 

 

3.2.1. Analisi biochimiche e morfologiche: test della Catalasi, prova 

dell’Ossidasi e colorazione di Gram 

Dai quattro pool di latte ovino crudo sono stati isolati 220 ceppi batterici, tra questi 

sono stati selezionati quelli aventi caratteristiche riconducibili ai batteri lattici: 

cocchi/bacilli Gram positivi e catalasi negativi. I risultati dei test biochimici e 

morfologici hanno consentito di individuare 74/220 ceppi Gram positivi e catalasi 

negativi (33,6%), dei quali 37 bacilli e 37 cocchi.  
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3.3. Screening sull’attività inibente nei confronti di L. monocytogenes 

I risultati dell'AWDA (fase 1 e fase 2) hanno evidenziato che la coltura protettiva 

commerciale ha mostrato un'attività antimicrobica in vitro contro tutti i 51 ceppi di 

L. monocytogenes testati. Di 73 presunti LAB autoctoni, 13 sono risultati efficaci 

nei confronti di L. monocytogenes. Utilizzando il surnatante privo di cellule (CFS), 

la coltura protettiva (CP) ha prodotto un alone di inibizione, mentre lo stesso 

esperimento ha dato esito negativo per tutti i LAB. Questo risultato conferma che 

l'attività listericida della CP (L. plantarum) è correlata alla produzione di 

batteriocine come dichiarato dal produttore. La CP ha prodotto, nel corso di 

entrambe le prove, un alone di inibizione con un diametro > 2,1 cm. Su 74 totali, 

13 LAB (17,6 %) sono invece risultati positivi al test di fase 1, 7 su 13 hanno 

prodotto un alone di inibizione di dimensione 1,1–2,0 cm, i restanti 6 LAB hanno 

mostrato un alone di inibizione tra 0,1 e 1 cm di diametro. I 7 LAB che avevano 

mostrato la maggior efficacia nei confronti di L. monocytogenes sono stati utilizzati 

nella fase successiva.  

 

3.4. Attività antimicrobica e valutazione della crescita dei potenziali LAB e 

della CP in differenti substrati 

 

La Tabella 7 descrive i risultati relativi ai livelli medi (log10 CFU/ml) ottenuti per 

la CP e per i sette LAB risultati più efficaci nel contrastare la crescita di L. 

monocytogenes a seguito dell’inoculo in scotta. La Figura 7 confronta i risultati 

dell’AWDA previa crescita dei microrganismi in MRS e in scotta. 
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Tabella 7. Nella prima colonna sono elencati i substrati analizzati. La seconda colonna mostra i 

livelli medi (log10 CFU/ml media±deviazione standard) dei microorganismi lattici dopo inoculo in 

scotta per 17 ore. Infine, la terza colonna mostra i risultati del AWDA mettendo a confronto l'attività 

anti-Listeria in vitro di PC e LAB previa crescita nei terreni di coltura tradizionali e in scotta. 

 
 DIAMENTRO ALONE DI INIBIZIONE 

(AWDA) 

Substrati Conta delle 
colonie  

Previa crescita in terreni di 
coltura tradizionali (cm) 

Previa crescita 
in scotta (cm) 

Scotta  0 a ± 0,0  a -  - 

Scotta 
inoculata 

con 

CP  8,81 ± 0,1         2,5 ± 0,3  1,9 ± 0,3 

L4 M17 2a 7,60 ± 0,1 1,6 ± 0,1  1,7 ± 0,2 

L1 MRS 1b 8,02 ± 0,2 1,2 ± 0,1  1,1 ± 0,0 

L2 MRS 7b 7,66 ± 1,0 1,4 ± 0,2  1,4 ± 0,2 

L2 MRS 8b 7,54 ± 0,6 1,4 ± 0,3  1,6 ± 0,4 

L2 MRS 9b 7,92 ± 0,3 1,5 ±  0,2  1,2 ± 0,1 

L3 MRS 5b 7,61 ± 0,3 1,3 ± 0,2  1,5 ± 0,3 

L4 MRS 4b 7,74 ± 0,6 1,5 ± 0,2  1,3 ± 0,2 

a I valori indicano la media derivata dai risultati degli esperimenti condotti in triplicato espressi in  
log10 CFU/ml ± deviazione standard. 
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Figura 7. Due piastre prodotte secondo metodica Agar Well Diffusion Assay (AWDA). Inibizione 

di L. monocytogenes da parte di CP a seguito di crescita A) in terreno di coltura tradizionale (MRS) 

e B) in scotta. L’immagine C) mostra gli aloni di inibizione prodotti dai LAB cresciuti in scotta. D) 

Controllo negativo. 

  

 

3.5. Identificazione molecolare dei ceppi microbici 

 
I risultati ottenuti dal sequenziamento del gene rRNA 16S hanno confermato che i 

sette isolati batterici utilizzati nelle fasi sperimentali precedentemente descritte 

precedentemente erano batteri lattici. Nello specifico, sono stati identificati come: 

Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, 

Lactobacillus delbrueckii subsp. indicus, Lactobacillus helveticus and 

Enterococcus faecalis; la Tabella 8, li mostra nel dettaglio.  

 
Tabella 8. Identificazione molecolare ottenuta dal sequenziamento rRNA 16S.  

ISOLATI SPECIE NCBI 
ACCESSION NO. 

L4 M17 2a Enterococcus faecalis strain 133170041-3  CP046108 

L1 MRS 1b Lactobacillus helveticus strain LH5 CP019581 

L2 MRS 7b Lactobacillus delbrueckii subsp. indicus LC483566 

A) 

B) C) 

D) 

D) 
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L2 MRS 8b Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii strain JCM 
17838 

CP018217 

L2 MRS 9b Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis strain KCTC 
3035 

CP018156 

L3 MRS 5b Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii strain JCM 
17838 

CP018217 

L4 MRS 4b Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis strain KCTC 
3035 

CP018156 

 
Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii e Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 

erano le specie più frequentemente isolate, entrambi con prevalenza 28,6 %. Inoltre, 

un isolato è stato identificato come membro del genere Enterococcus. 

 

3.6. Effetto della proteinasi K sull’attività battericida della coltura protettiva 

commerciale 

 
Dai risultati ottenuti mediante AWDA previo trattamento del CFS con proteinasi 

K, non è risultata rilevabile alcuna attività inibitoria.  

 

3.7. Cinetica della crescita e acidificazione di CP e LAB in scotta 

 
CP e L4 M17 2a (Enterococcus faecalis); L2 MRS 7b (Lactobacillus delbrueckii 

subsp. indicus) L3 MRS 5b (Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii) e L4 MRS 4b 

(Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis), sono stati selezionati per l’inoculo in 

scotta.  

Le figure che seguono mostrano le curve di crescita della CP e dei diversi LAB 

ottenute dopo inoculo in scotta.  
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Figura 8.a. Curva di crescita di Lactobacillus plantarum (CP)  

 
 

 
Figura 8.b. Curva di crescita di Enterococcus faecalis 
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Figura 8.c. Curva di crescita di Lactobacillus delbrueckii subsp. indicus 

 

 
 

 
Figura 8.d. Curva di crescita di Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii 
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Figura 8.e. Curva di crescita di Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 

 
I livelli medi dei diversi batteri lattici in scotta non hanno mostrato differenze 

significative (p > 0,05) per tutte le 24 ore di analisi.  

 

I risultati relativi all’attività antimicrobica nei confronti di L. monocytogenes 

valutata mediante AWDA nel corso delle 24 ore dopo inoculo in scotta sono 

mostrati nella Figura 9. La CP ha mostrato la migliore attività listericida, con un 

diametro di alone di inibizione di 2,7 cm a T24. Enterococcus faecalis ha mostrato 

una buona attività nei confronti di L. monocytogenes in vitro ma con efficacia 

decrescente da T0 (2 cm) a T24 (1,5 cm). I restanti tre microrganismi testati avevano 

attività antimicrobica nei confronti di L. monocytogenes con aloni di inibizione di 

diametro compreso tra 1 cm e 2,1 cm.  
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Figura 9. Comparazione dei risultati del AWDA eseguita per lo studio dell’attività antimicrobica di 

CP e LAB, previa crescita in scotta, nei confronti di L. monocytogenes. Nell’asse x sono indicati i 

tempi di prelievo dei campioni e nell’asse y il diametro dell’alone di inibizione (cm) prodotto dai 

singoli ceppi per tutti i tempi di analisi.  

 

 

 

Gli aloni di inibizione prodotti dai LAB e da CP presentavano differenze 

significative (p < 0,05), CP ha prodotto alone di inibizione di diametro superiore 

rispetto ai LAB, tra questi E. faecalis e L. lactis hanno mostrato i migliori risultati 

e non presentavano differenze significative con CP (p > 0,05). 

Contemporaneamente allo studio della concentrazione microbica e alla valutazione 

dell’attività anti-Listeria in vitro, è stata effettuata la misurazione del pH della 

scotta inoculata con i microorganismi in esame. I risultati relativi all’andamento del 

pH valutato sulla scotta nel corso delle 24 ore post-inoculo della CP e dei LAB sono 

mostrati nelle figure che seguono.   
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Figura 10.a. Curva di acidificazione di Lactobacillus plantarum (CP) 

 
 

 

 
Figura 10.b. Curva di acidificazione di Enterococcus faecalis 
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Figura 10.c. Curva di acidificazione di Lactobacillus delbrueckii subsp. indicus 

 
 

 

 

 
Figura 10.d. Curva di acidificazione di Lactobacillus delbrueckii subsp sunkii 
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Figura 10.e. Curva di acidificazione di Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 

 
 

I valori di pH iniziali (T0 pre-inoculo: prima dell’inoculo della CP e dei LAB) per 

tutti i campioni di scotta erano compresi nel range 6,12 – 6,16.  

Enterococcus faecalis ha mostrato il maggior potere acidificante. Il valore di pH 

della scotta ha mostrato un rapido decremento durante le prime 4 ore di inoculo, 

passando da 6,1 a 4,9, per poi raggiungere un pH pari a 3,9 a T24. 

Le curve di acidificazione di tutti i microorganismi testati hanno mostrato un rapido 

decremento della capacità acidificante degli stessi entro le prime 8 ore dopo 

l’inoculo. Nello specifico, Enterococcus faecalis, Lactobacillus delbrueckii subsp. 

indicus e Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis hanno evidenziato un rapido 

decremento del pH entro 4 ore dall’inoculo. Il comportamento di acidificazione di 

tutti i microrganismi testati appare coerente con quello dei batteri lattici.  

I valori finali a T24 erano:  

• Coltura Protettiva commerciale (L. plantarum): 4,66; 

• L4 M17 2a (Enterococcus faecalis): 3,41; 

• L2 MRS 7b (Lactobacillus delbrueckii subsp. indicus): 3,85; 

• L3 MRS 5b (Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii): 3,99; 

• L4 MRS 4b (Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis): 3,95.  
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3.8. Caseificazione sperimentale su scala pilota 
 
La Tabella 9 mostra la concentrazione dei microrganismi presenti nelle tre colture 

madri preparate per ognuna delle caseificazioni realizzate su scala pilota (EP1, EP2, 

EP3).  

 
Tabella 9. Livelli medi dei batteri lattici nelle colture madri impiegate per le caseificazioni su scala 

pilota EP1, EP2, EP3.  

Coltura madre Log10 UFC/ml 1 

(media±deviazione standard) 

EP12 6,7±0,1 

EP23 8,4±0,2 

EP34 8,4±0,03 

 

1 Sono espressi in Log10UFC/ml i valori medi delle conte microbiche su piastra ottenuti da prove 

effettuate in triplicato. 
2 (EP1): caseificazione su scala pilota con inoculo di Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii  
3 (EP2): caseificazione su scala pilota con inoculo di Lactobacillus delbrueckii subsp. indicus 
4 (EP3): caseificazione su scala pilota con inoculo di Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis strain 

KCTC 3035 

 

Sono state osservate differenze per quanto riguarda i livelli medi dei 

microorganismi lattici nelle tre colture madri. Dopo incubazione a 45°C per 17 ore, 

Lactobacillus delbrueckii subsp. indicus (coltura madre EP2) e Lactobacillus 

delbrueckii subsp. lactis (coltura madre EP3) hanno mostrato livelli medi simili, 

mentre Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii (coltura madre EP1) ha evidenziato 

livelli medi inferiori di circa 2 Log10UFC/ml di.  
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La Figura 11.a mostra le curve di crescita dei microorganismi lattici termofili nelle 3 colture madri 

nel corso delle prime 24 ore della caseificazione (T0: cagliata dopo la rottura del coagulo).   

 

 

Le colture EP2 e EP3 hanno mostrato il raggiungimento del plateau dopo 4 ore con 

una concentrazione di LAB pari a 7,3 Log10UFC/g e 7,5 Log10UFC/g, 

rispettivamente. 

Più moderata è risultata la crescita dei lattici termofili in EP1, dove solo in 

corrispondenza di T0 e T8 sono stati raggiunti livelli pari a 5 Log10UFC/g.  

Dopo 24 ore i livelli dei LAB termofili erano i seguenti:  

• EP1: 4,6 Log10UFC/g; 

• EP2: 7,3 Log10UFC/g; 

• EP3: 7,2 Log10UFC/g. 
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La Figura 11.b. mostra le curve di crescita dei microorganismi lattici mesofili nelle 

3 colture madri nel corso delle prime 24 ore della caseificazione (T0: cagliata dopo 

la rottura del coagulo).   

 
Figura 11.b. Curve di crescita batteri lattici mesofili per EP1, EP2 e EP3. 

 
 

Nella coltura EP1, i batteri lattici mesofili hanno mostrato livelli medi superiori 

rispetto ai termofili. in corrispondenza di T4 e T8 la concentrazione dei LAB 

mesofili era > 6 Log10UFC/g, rispettivamente 6,8 e 6,2 Log10UFC/g. In seguito, i 

livelli medi sono andati incontro ad un progressivo decremento fino a T24 (5,4 

Log10UFC/g). 

Nelle colture EP2 e EP3 i livelli medi del LAB mesofili erano sovrapponibili a 

quelli osservati per i LAB termofili. A T24 i livelli medi dei LAB mesofili erano 

pari a 7,3 Log10UFC/g per EP2 e 7,2 Log10UFC/g per EP3.  
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La Figura 12 mostra i risultati ottenuti mediante la AWDA sui campioni prelevati 

nel corso delle prime 24 h della caseificazione.   

 
Figura 12. Risultati ottenuti da Agar Well Diffusion Assay 

 
Nell’asse x sono indicati i tempi di prelievo dei campioni e sull’asse y il diametro dell’alone di 

inibizione espresso in cm. I dati sono riassunti nella Tabella 10. 

 

Tabella 10. Risultati AWDA 

TEMPO DI 
ANALISI  

DIMENSIONE ALONE DI 
INIBIZIONE (cm)  

EP1 1 EP2 2 EP3 3 
T0 - coltura madre 1,9 1,7 1,6 
T0 1,7 1,6 0 
T4 1,5 0 0 
T8 1,5 0 0 
T10 1,5 0 0 
T24 1,6 0 0 
    

1 (EP1): caseificazione su scala pilota con inoculo di Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii  
2 (EP2): caseificazione su scala pilota con inoculo di Lactobacillus delbrueckii subsp. indicus 
3 (EP3): caseificazione su scala pilota con inoculo di Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis strain 

KCTC 3035 
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I campioni prelevati nel corso della caseificazione sperimentale EP1 sono gli unici 

ad aver mostrato attività nei confronti di L. monocytogenes in vitro nel corso di tutte 

le 24 ore di analisi, mostrando un alone di inibizione di diametro compreso tra un 

valore massimo di 1,9 cm e un valore minimo di 1,5 cm. I campioni prelevati da 

EP2 hanno mostrato attività anti-Listeria solo a T0; mentre una totale assenza di 

attività anti-Listeria è stata riscontrata per i campioni prelevati da EP3.  

La Figura 13 mostra l’andamento del pH nel corso delle prime 24 ore di 

caseificazione per ognuna delle produzioni sperimentali. 

 
Figura 13. Curve di acidificazione delle caseificazioni sperimentali su scala pilota. 

 

 
 

È stato riscontrato un rapido decremento dei valori di pH entro le prime 4 ore per 

tutte e tre le produzioni sperimentali. I ceppi batterici inoculati in EP2 ed EP3 hanno 

mostrato un maggior potere acidificante rispetto ai batteri inoculati in EP1.  

I risultati ottenuti da tutte le fasi sperimentali, hanno pertanto identificato 

Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii come il microrganismo più idoneo da 

utilizzare come coltura bioprotettiva per il Pecorino Sardo Dolce DOP.   
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3.9. Adattabilità di CP e di Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii al latte 

 
Figura 14. Confronto delle curve di crescita di CP e L. sunkii in latte ovino trattato termicamente. 

 
 

La curva di crescita di L. sunkii ha mostrato un aumento dei livelli medi 

(Log10UFC/ml±deviazione standard) di circa 6 Log10 nel corso di 24 ore. La 

concentrazione di microrganismi riscontrata nel latte prima dell’inoculo di L. sunki 

era pari a 1,6 ± 0,4, mentre dopo l’inoculo del lattobacillo, al termine delle 24 ore 

di analisi, era 7,4 ± 0,2. 

La curva di crescita relativa all’inoculo di CP nel latte ha mostrato un incremento 

dei livelli medi di circa 3 Log10UFC/ml dei microorganismi lattici nel corso di 24 

ore. I microorganismi lattici sono passati da livelli medi (Log10UFC/ml±deviazione 

standard) pari a 3,6±0,1 a T0, a 6,4±0,4 al termine delle 24 ore di analisi.  
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Figura 15. Curva di acidificazione di CP e L. sunkii inoculati in LOT.  

 
 

Il potere acidificante dei due batteri testati nel latte è risultato sovrapponibile. Il 

valore di pH del LOT prima dell’inoculo dei microrganismi era compreso tra 6,3 e 

6,4, mentre dopo 24 ore dall’inoculo i valori di pH rilevati erano 4,3 in tutte le 

prove.  
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Tabella 11. Sono mostrati i risultati dell’AWDA dei campioni di LOT inoculato con CP e L. sunkii. 

 Diametro dell’alone di inibizione (media 

cm±deviazione standard)  

Tempo di prelievo del 

campione 
       CP 1 L. sunkii 2 

T0 pre-inoculo 0,0 
 

0,0 
 

T0 post-inoculo 1,13 ± 0,0 1,0 ± 0,0 

T4 1,4 ± 0,2 0,3 ± 0,6 

T8 1,8 ± 0,4 1,2 ± 0,1 

T9 1,4 ± 0,1 1,2 ± 0,1 

T10 1,8 ± 0,1 1,1 ± 0,1 

T11 1,7 ± 0,1 1,2 ± 0,1 

T12 1,5 ± 0,1 1,2 ± 0,1 

T24 2,4 ± 0,0 1,4 ± 0,0 
 
1 CP: L. plantarum produttore di batteriocine (coltura protettiva commerciale, Lyofast LPAL, Sacco 

System) 
2 Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii (LAB autoctono termofilo isolato da latte crudo) 
3 I valori sono stati ottenuti dalla media delle prove eseguite in triplicato con la relativa deviazione 

standard tra parentesi 
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3.10. Challenge test 
 
La tabella di seguito mostra i risultati relativi ai livelli medi (log10 

CFU/ml±deviazione standard) dei LAB nei campioni di scotta-innesto inoculati con 

Lyofast LPAL, prodotta da Sacco System, composta da un ceppo selezionato di 

Lactobacillus plantarum produttore di batteriocine (PSA) e Lactobacillus 

delbrueckii subsp. sunkii (PSB) e analizzati 17 ore dopo l’inoculo. 

 
Tabella 12. Livelli medi (log10 CFU/g±deviazione standard dei batteri lattici presenti nella scotta-

innesto.  

Campioni LAB 
 

Lotto 1 Lotto 2 Lotto 3 

Scotta-

innesto PSA1 
7,7±0,13 6,2±0,1 7,6±0,2 

Scotta-

innesto PSB2 
7,7±0,3 6,6±0,0 6,8±0,1 

1 Scotta-innesto prodotta inoculando Lactobacillus plantarum (Lyofast LPAL, Sacco System) 
2 Scotta-innesto prodotta inoculando Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii. 
3 Risultati della media delle conte su piastra eseguite in triplicato ± deviazione standard.  

 

3.10.1. Profilo microbico e parametri chimico-fisici 

Le tabelle che seguono mostrano i risultati della valutazione del pH e dell’aw 

(Tabella 13), della determinazione dei livelli medi dei batteri lattici mesofili e 

termofili, e dell’analisi qualitativa e quantitativa di L. monocytogenes (Tabella 14) 

relativi ai tre lotti di produzione nel corso del challenge test. 
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Tabella 13. Challenge test: Risultati dello studio dei parametri chimico-fisici. I dati relativi a pH e 

aw rappresentano la media delle misurazioni ottenute dai tre lotti analizzati.  

T stoc1 ID Campione e Tempo di analisi pH  Aw  

PSA 3 
T0 - CR 6,5 ± 0,1 0,995 ± 0,0 

T0 - CS 5,4 ± 0,2 0,992 ± 0,0 

PSB 4 
T0 - CR 6,5 ± 0,0 0,997 ± 0,0 

T0 - CS 5,4 ± 0,1 0,994 ± 0,0 

CTRL 5 
T0 - CR 6,5 ± 0,1 0,996 ± 0,0 

T0 - CS 5,5 ± 0,3 0,993 ± 0,0 

4°C 

PSA-bianco 2 T21 4,9 ± 0,1 0,982 ± 0,0 

PSA T21 5,0 ± 0,1 0,988 ± 0,0 

PSB-bianco T21 4,9 ± 0,0 0,983 ± 0,0 

PSB T21 5,0 ± 0,1 0,988 ± 0,0 

CTRL-bianco T21 4,9 ± 0,1 0,980 ± 0,0 

CTRL T21 4,9 ± 0,1 0,988 ± 0,0 

PSA-bianco T90 4,9 ± 0,1 0,971 ± 0,0 

PSA T90 4,9 ± 0,1 0,973 ± 0,0 

PSB-bianco T90 4,9 ± 0,1 0,970 ± 0,0 

PSB T90 4,9 ± 0,0 0,966 ± 0,0 

CTRL-bianco T90 4,8 ± 0,1 0,968 ± 0,0 

CTRL T90 4,8 ± 0,1 0,969 ± 0,0 

10°C 

PSA-bianco T21 4,9 ± 0,1 0,975 ± 0,0 

PSA T21 5,0 ± 0,1 0,982 ± 0,0 

PSB-bianco T21 5,0 ± 0,0 0,983 ± 0,0 

PSB T21 5,0 ± 0,1 0,989 ± 0,0 

CTRL-bianco T21 5,0 ± 0,0 0,984 ± 0,0 
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CTRL T21 4,9 ± 0,0 0,987 ± 0,0 

PSA-bianco T90 4,9 ± 0,0 0,962 ± 0,0 

PSA T90 4,9 ± 0,1 0,967 ± 0,0 

PSB-bianco T90 4,9 ± 0,1 0,966 ± 0,0 

PSB T90 4,9 ± 0,0 0,973 ± 0,0 

CTRL-bianco T90 4,8 ± 0,1 0,964 ± 0,0 

CTRL T90 4,8 ± 0,1 0,976 ± 0,0 
1 T stoc: temperatura di stoccaggio degli spicchi per tutta la durata del challenge test. (4°C, per 

simulare condizioni di conservazione corrette; 10°C, per simulare un abuso termico).  
2 bianco: I campioni contrassegnati con questa dicitura sono spicchi non contaminati 

sperimentalmente con L. monocytogenes. Rappresentano un controllo sperimentale. 
3 PSA: formaggio con inoculo di L. plantarum produttore di batteriocine (coltura protettiva 

commerciale, Lyofast LPAL, Sacco System) 
4 PSB: formaggio con inoculo di Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii (LAB autoctono termofilo 

isolato da latte crudo) 
5 CTR: produzione controllo senza inoculo di colture bioprotettive 

 

Dal confronto dei dati ottenuti per le diverse tipologie di prodotto, è emerso che 

non ci sono differenze significative (p>0,05) relativamente all’attività dell’acqua in 

prodotti inoculati (PSA e PSB) e non inoculati (CTRL) con colture bioptotettive per 

tutta la shelf-life. PSA e PSB invece, presentavano valori significativamente più 

elevati di pH rispetto a CTRL a T90 (p<0,01). L’andamento del pH ha mostrato un 

calo significativo (p<0,01) tra T0 (6,0 ± 0,6 e T21). Un’ulteriore diminuzione, 

seppure non significativa del pH è stata riscontrata tra T21 e T90 (4,9 ± 0,1). Anche 

l’aw è andata incontro ad un significativo calo (p<0,01) dei valori medi sia tra T0 

(0,995±0,0) e T21 (0,985±0,0) che tra T21 e T90 (0,966±0,0).  

Non sono state osservate differenze significative (p>0,05), per i valori di pH e aw, 

in relazione alla conservazione dei prodotti a temperatura di refrigerazione corretta 

(4°C) e in condizioni di abuso termico (10°C). La temperatura di stoccaggio non ha 

influenzato le variazioni dei parametri intrinseci.  
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Tabella 14. Challenge test: studio dei parametri microbiologici. I valori espressi in tabella sono il 

risultato della media dei dati dei tre lotti analizzati. 

Analisi microbiologica Challenge test 
T stoc1 ID Campione e Tempo di 

analisi LAB 45°C 2 LAB 30°C 3 Lm QL 4 Lm QT 5 

PSA 7 T0 - CR 6,2 ± 0,3 7,8 ± 0,4 0 ± 0,0 - 
 T0 - CS 6,7 ± 0,1 6,8 ± 0,1 0 ± 0,0 - 

PSB 8  T0 - CR 6,5 ± 0,1 7,5 ± 0,4 0 ± 0,0 - 
 T0 - CS 6,7 ± 0,5 6,8 ± 0,3 0 ± 0,0 - 

CTRL 9 T0 - CR 5,8 ± 0,3 7,5 ± 0,8 0 ± 0,0 - 
 T0 - CS 6,3 ± 0,7 6,7 ± 0,4 0 ± 0,0 - 

4°C 

PSA-bianco 6 T21 8,0 ± 0,2 7,8 ± 0,3 0 ± 0,0 - 
PSA T21 8,2 ± 0,4 7,9 ± 0,4 1,2 ± 1,0 4/6 
PSB-bianco T21 7,8 ± 0,1 8,1 ± 0,1 0 ± 0,0 - 
PSB T21 8,0 ± 0,1 8,1 ± 0,2 1,6 ± 0,2 5/6 
CTRL-bianco T21 7,8 ± 0,5 7,9 ± 0,3 0 ± 0,0 - 
CTRL T21 7,6 ± 0,3 7,9 ± 0,2 0,9 ± 0,8 5/6 
PSA-bianco T90 7,7 ± 0,4 7,9 ± 0,4 0 ± 0,0 - 
PSA T90 7,7 ± 0,3 7,8 ± 0,2 0 ± 0,0 3/6 
PSB-bianco T90 7,6 ± 0,3 6,7 ± 1,3 0 ± 0,0 - 
PSB T90 7,5 ± 0,4 7,0 ± 0,8 0 ± 0,0 - 
CTRL-bianco T90 7,5 ± 0,3 6,9 ± 0,7 0 ± 0,0 - 
CTRL T90 7,6 ± 0,1 7,2 ± 0,6 0 ± 0,0 4/6 

10°C 

PSA-bianco T21 8,1 ± 0,4 7,8 ± 0,7 0 ± 0,0 - 
PSA T21 8,0 ± 0,2 8,0 ± 0,5 1,6 ± 0,2 5/6 
PSB-bianco T21 7,5 ± 0,3 7,9 ± 0,2 0 ± 0,0 - 
PSB T21 8,0 ± 0,1 8,1 ± 0,1 0,6 ± 0,9 5/6 
CTRL-bianco T21 7,9 ± 0,4 7,9 ± 0,2 0 ± 0,0 - 
CTRL T21 7,8 ± 0,1 7,8 ± 0,2 1,4 ± 0,3 5/6 
PSA-bianco T90 8,0 ± 0,3 8,0 ± 0,3 0 ± 0,0 - 
PSA T90 7,8 ± 0,1 8,0 ± 0,2 0 ± 0,0 2/6 
PSB-bianco T90 7,3 ± 0,4 7,3 ± 0,5 0 ± 0,0 - 
PSB T90 7,6 ± 0,4 7,4 ± 0,6 0 ± 0,0 2/6 
CTRL-bianco T90 7,4 ± 0,1 7,1 ± 0,7 0 ± 0,0 - 
CTRL T90 7,4 ± 0,2 6,5 ± 0,7 0 ± 0,0 3/6 
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1 T stoc: temperatura di stoccaggio degli spicchi per tutta la durata del challenge test. (4°C, per 

simulare condizioni di conservazione corrette; 10°C, per simulare un abuso termico).  
2 Conta lattici (45°C): risultati dell’enumerazione dei batteri lattici termofili. I dati sono espressi in 

Log10UFC/g della media di tutti i valori con tra parentesi la deviazione standard. 
3 Conta lattici (30°C): risultati dell’enumerazione dei batteri lattici mesofili (ISO 15214:1998). I dati 

sono espressi in Log10UFC/g della media di tutti i valori con tra parentesi la deviazione standard. 
4 Lm QT: determinazione quantitativa di L. monocytogenes (ISO 11290-2: 2017). È indicata la media 

del Log10UFC/g di tutti i dati ottenuti la deviazione standard in parentesi. 
5 Lm QL: determinazione qualitativa di L. monocytogenes (ISO 11290-1: 2017) 
6 bianco: I campioni contrassegnati con questa dicitura sono spicchi non contaminati 

sperimentalmente con L. monocytogenes. Rappresentano un controllo sperimentale. 
7 PSA: formaggio con inoculo di L. plantarum produttore di batteriocine (coltura protettiva 

commerciale, Lyofast LPAL, Sacco System) 
8 PSB: formaggio con inoculo di Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii (LAB autoctono termofilo 

isolato da latte crudo) 
9 CTR: produzione controllo senza inoculo di colture bioprotettive 

 

 

I livelli medi (Log10UFC/g ± deviazione standard) dei microorganismi lattici 

termofili nel corso della conservazione erano pari a 6,4±0,3 a T0, 7,9±0,2 a T21 e 

7,6±0,2 a T90 con un incremento significativo tra T0 e T21 (p<0,01) e un calo (p<0,05) 

di 0,3 Log a fine shelf-life T90. Anche i livelli medi dei microorganismi lattici 

mesofili hanno mostrato differenze significative con un aumento (p<0,01) da T0 

(7,2±0,5) a 7,9±0,1 a T21 per poi subire un nuovo calo (p<0,01) e tornare a valori 

sovrapponibili a quelli di T0 a fine shelf-life (7,3±0,5). La comparazione dei livelli 

medi delle due tipologie di lattici (mesofili e termofili), in relazione ai tempi di 

analisi, non ha evidenziato significative differenze (p>0,05). La stessa evidenza 

(p>0,05) è stata riscontrata relativamente ai livelli medi delle due tipologie di batteri 

lattici in relazione alle temperature di stoccaggio impiegate durante la 

sperimentazione (conservazione a temperatura corretta 4°C e abuso termico 10°C); 
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mostrando che la temperatura di conservazione non influenza la capacità di crescita 

dei batteri lattici. 

È stata analizzata statisticamente la variazione della presenza dei LAB termofili e 

mesofili in relazione alle diverse tipologie di campioni, inoculati (PSA e PSB) e 

non inoculati (CTRL) con colture bioprotettive (tabella) 

 Non sono state riscontrate differenze significative per tutte le tipologie di campioni 

a T21 (p>0,05) sia nel caso dei LAB termofili che dei LAB mesofili. La stessa 

evidenza è emersa nel caso di PSB e CTRL a T90 (p>0,05). Al contrario, la 

concentrazione dei LAB termofili di PSA a T90 risultava significativamente 

maggiore (p<0,05) rispetto a quella riscontrata in PSB e CTRL. Anche in relazione 

ai LAB mesofili, come da previsioni, la concentrazione in PSA era 

significativamente superiore (p<0,01) rispetto a PSB e CTRL. 

Come atteso, L. monocytogenes è risultata assente a T0 sia con la metodica 

qualitativa che con la quantitativa (ISO 11290-1: 2017; ISO 11290-2: 2017). 

Mediante la metodica quantitativa sono stati riscontrati livelli pari compresi tra 0,3 

e 1,8 Log10UFC/g a T21 e assenza (a T90); non sono state rilevate differenze 

significative (p>0,05) in riferimento ai dati ottenuti dai campioni stoccati alle due 

differenti temperature (4°C e 10°C). Mediante metodica qualitativa è stato possibile 

isolare L. monocytogenes dal 43,9 % (54/123) dei campioni CTRL, dal 26,8 % 

(33/123) da campioni PSB e dal 29,3 % (36/123) da campioni PSA. Come rilevato 

per l’analisi quantitativa, anche in questo caso non sono emerse differenze 

significative (p>0,05) sulla presenza di L. monocytogenes in merito alle differenti 

temperature di stoccaggio dei campioni (4°C e 10 °C). La temperatura non influiva 

sulla capacità del patogeno di svilupparsi. Nel complesso, le due colture 

bioprotettive si sono dimostrate pertanto efficaci nei confronti L. monocytogenes.  
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CAPITOLO IV: DISCUSSIONE 

 
L’obiettivo del presente lavoro era lo studio di sistemi innovativi per migliorare la 

sicurezza alimentare del Pecorino Sardo Dolce DOP che, per composizione e 

caratteristiche intrinseche (pH, aw), può risultare permissivo per lo sviluppo di L. 

monocytogenes. 

L’attività di ricerca ha riguardato:  

• l’individuazione di siti di contaminazione ambientale da L. monocytogenes 

presso uno caseificio di produzione del Pecorino Sardo Dolce DOP situato 

sul territorio regionale; 

• l’individuazione e l’adozione di colture bioprotettive finalizzata a 

contrastare la crescita di L. monocytogenes;  

• la conduzione di un challenge test per valutare l’efficacia delle colture 

bioprotettive nei confronti di L. monocytogenes in Pecorino Sardo Dolce 

DOP artificialmente inoculato.  

I campionamenti ambientali presso l’azienda di produzione del Pecorino Sardo 

Dolce DOP hanno rilevato la presenza di L. monocytogenes nel 32,1% (9/28) dei 

campioni, tutti prelevati da superfici non a contatto con alimenti.  

Mediante la metodica quantitativa, L. monocytogenes è stata isolata solo in un 

campione prelevato dal pavimento dell’area lavaggio formaggi (1,78 Log10 

UFC/ml), sito spesso interessato dalla presenza di L. monocytogenes e altri 

microorganismi patogeni (Dzieciol et al., 2016). L’indagine molecolare eseguita su 

30 isolati di L. monocytogenes ha consentito di identificare il sierogruppo 1/2a in 

28/30 ceppi (93%) e il sierogruppo 4b in 2/30 (6,7%). Il riscontro di ceppi di L. 

monocytogenes 1/2a e 4b è coerente con quanto descritto in precedenti studi eseguiti 

presso caseifici ovini presenti sul territorio regionale (Ibba et al., 2013, Spanu et 

al., 2015); in particolare, anche nel presente studio, gli isolati 1/2a risultavano i più 

frequenti tra i sierogruppi identificati (Coroneo, et al., 2016; Acciari et al., 2016).  
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È noto che L. monocytogenes abbia la capacità di formare biofilm e quindi persistere 

negli ambienti di lavorazione degli alimenti (Colagiorgi et al., 2017). La 

formazione di biofilm varia in base al sierotipo, al lineage, all'origine 

dell'isolamento e a fattori intrinseci ed estrinseci. Nonostante la controversa 

correlazione tra sierotipo/lineage e la capacità di formazione di biofilm, in taluni 

casi, ceppi di lineage I hanno mostrato una maggior attitudine alla produzione di 

biofilm rispetto ai ceppi di lineage II, mentre in altri casi i ceppi 1/2a e/o 1/2c 

(lineage II) mostravano una maggior produzione di biofilm rispetto ai ceppi 4b 

(lineage I) (Kadam et al., 2013) 

I sierotipi di L. monocytogenes 1/2a, 1/2b e 4b rappresentano oltre il 95% degli 

isolati da casi di malattia nell’uomo (Pan et al., 2009; Mashak et al., 2021; 

Bouymajane et al., 2021).  La corretta applicazione delle pratiche igieniche e di 

lavorazione e delle procedure di pulizia e sanificazione, è fondamentale per evitare 

la contaminazione con L. monocytogenes negli stabilimenti di produzione di 

alimenti (Kurpaset al., 2018). Il controllo di questo agente patogeno negli impianti 

di lavorazione è una delle sfide più difficili per la sicurezza alimentare perché L. 

monocytogenes si adatta facilmente a condizioni ambientali caratteristiche di queste 

strutture (Almeida et al., 2013). Poiché il sierotipo 4b di L. monocytogenes 

(identificato nel presente studio) è il più frequente tra gli isolati in casi di malattia 

nell’uomo e considerando che i ceppi appartenenti al sierotipo 1/2a (rilevati nel 

presente studio) sono solitamente isolati dagli alimenti (Borucki et al.,2003), appare 

di primaria importanza implementare le misure che ostacolino lo sviluppo e la 

persistenza del patogeno.  

Già da diversi anni sono in corso numerose indagini che valutano l’utilizzo di 

alcune specie di batteri lattici come colture bioprotettive al fine di ostacolare la 

crescita di L. monocytogenes negli alimenti RTE (Stiles, 1996; Camargo et al., 

2018; Yap et al., 2021; Martín et al., 2022). Nel presente studio è stata testata 

l’attività anti-Listeria di una coltura protettiva commerciale costituita da un ceppo 

di Lactobacillus plantarum produttore di batteriocine. Parallelamente, per rispettare 
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quanto indicato nel disciplinare del Pecorino Sardo DOP, sono stati isolati ceppi di 

batteri lattici autoctoni da latte crudo ovino proveniente dal territorio regionale. 

Sono stati selezionati unicamente batteri termofili al fine di consentirne l’inoculo 

durante la tecnologia di produzione del formaggio, e sono stati testati per le loro 

capacità di inibire la crescita di L. monocytogenes in vitro. I livelli medi dei 

microrganismi lattici mediante l’utilizzo dei tre diversi terreni di coltura sono 

risultati significativamente inferiori (p < 0,01) in MRS 5,5 rispetto a quelli ottenuti 

in L-M17 e B-Elliker. Tuttavia, solo un ceppo isolato da L-M17 ha mostrato attività 

anti-Listeria in vitro. I restanti ceppi risultati positivi al test AWDA erano stati 

isolati da terreno MRS 5,5. In accordo con precedenti studi, il terreno di coltura 

MRS è considerato il più idoneo per l’isolamento e la crescita di batteri lattici ad 

azione bioprotettiva (Daba et al., 1993; Todorov & Dicks, 2006).  

I test di screening eseguiti mediante AWDA hanno mostrato che solo la CP aveva 

attività listericida in vitro utilizzando il surnatante privo di cellule (CFS): l’esistenza 

di ceppi di L. plantarum produttori di batteriocine è ampiamente documentata in 

letteratura (Ennahar et al., 1998; Loessner et al., 2003; Sip et al., 2012; da Silva 

Sabo et al., 2014). Per ciò che concerne l’attività inibente dei LAB nei confronti di 

L. monocytogenes, dai risultati ottenuti è deducibile che questa non sia dovuta a 

sostanze di natura proteica (batteriocine). L’efficacia anti-Listeria di alcuni LAB al 

test AWDA può essere attribuita alla produzione di metaboliti antimicrobici come 

acidi organici (acido lattico e acetico), acqua ossigenata, anidride carbonica, 

etanolo, diacetile, che sono stati documentati come antagonisti di molti batteri 

patogeni (Soomro et al., 2002; Srivastava et al., 2017).  

Preliminarmente alla scelta del potenziale LAB più idoneo all’impiego come 

coltura bioprotettiva nella produzione del Pecorino Sardo Dolce DOP, sono stati 

eseguiti test utilizzando la scotta come substrato di coltura. La scotta, residuo della 

lavorazione della ricotta, è abitualmente utilizzata nell’industria lattiero-casearia 

per la produzione della scotta-innesto (Chessa et al., 2019), e presenta una carica 

microbica pari a 0 UFC/ml. Queste caratteristiche hanno consentito di individuarla 
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come substrato di crescita ideale per l’inoculo dei potenziali LAB e di CP durante 

il processo di produzione del Pecorino Sardo Dolce DOP. Dal confronto dei risultati 

ottenuti mediante test AWDA previa crescita dei microrganismi nei terreni di 

coltura convenzionali e in scotta, non sono emerse differenze significative (p > 

0,05) relativamente alle dimensioni degli aloni di inibizione rilevati nelle varie 

prove.   

La caratterizzazione a livello molecolare mediante sequenziamento rRNA 16S dei 

LAB ha contribuito ad individuare la coltura bioprotettiva più idonea per il Pecorino 

Sardo Dolce DOP. Il ceppo identificato come Enterococcus faecalis è stato scartato 

in quanto non utilizzabile per l’inoculo in alimenti a causa della sua patogenicità 

(Anderson et al., 2016); gli altri sei batteri sono stati identificati come lattobacilli.  

Per indagare in maniera più dettagliata l’adattabilità dei LAB e di CP alle matrici 

lattiero-casearie, è stata valutata la cinetica di crescita e di acidificazione dei 

microrganismi inoculati in scotta ed è stata valutata la loro capacità di inibire L. 

monocytogenes in vitro per 24 ore. Dai dati rinvenuti in bibliografia è possibile 

confrontare la concentrazione dei LAB in scotta con quella dei batteri lattici 

tradizionalmente impiegati per la produzione della scotta-innesto, substrato 

ampiamente utilizzato durante la caseificazione. A T24, le concentrazioni dei LAB 

raggiungevano 107-108 UFC/ml, dati sovrapponibili a quelli ottenuti 

dall’enumerazione dei microrganismi starters costituenti la scotta-innesto (Mannu 

et al., 2002), questo conferma che la scotta è un ottimo medium di coltura per i 

LAB. Anche la valutazione dell’attività anti-Listeria in vitro dei ceppi inoculati in 

scotta, ha dato risultati positivi: tutti i microrganismi hanno mostrato inibizione nei 

confronti di L. monocytogenes per 24 ore. Studi sulla biodiversità della scotta-

innesto, hanno rilevato la presenza di batteri lattici ad attività listericida (Chessa et 

al., 2021). Infatti, come riscontrato nel presente studio, la scotta non altera le 

capacità antimicrobiche dei microrganismi e può rappresentare la matrice d’inoculo 

ideale delle colture protettive durante la tecnologia di produzione dei formaggi.  
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Preliminarmente al challenge test, sono state eseguite tre caseificazioni sperimentali 

su scala pilota con l’obiettivo di individuare il lattobacillo autoctono bioprotettivo 

più idoneo all’inoculo durante la tecnologia di produzione del Pecorino Sardo DOP. 

Relativamente ai LAB testati in questa fase, i livelli medi di L. indicus e di L. lactis 

(107-108 UFC/g) dopo 24 ore, sono risultati sovrapponibili a quella ottenuti in 

precedenti studi per lattobacilli bioprotettivi (Leyva Salas et al., 2018; Garnier et 

al., 2019). I livelli medi di L. sunkii (104-105 UFC/g) erano invece 

significativamente (p < 0,05) inferiori rispetto agli altri batteri lattici. Tuttavia, solo 

nei campioni derivati dal formaggio sperimentale inoculato con L. sunkii (EP1) è 

stato possibile rilevare un’attività antimicrobica nei confronti di L. monocytogenes 

per 24 ore. Tale risultato dimostra che l’attività anti-Listeria non sia strettamente 

correlata alla concentrazione dei LAB e che L. sunkii sia efficace contro L. 

monocytogenes nonostante presente in concentrazione inferiore rispetto agli altri 

LAB. Sulla base di queste considerazioni, Lactobacillus delbrueckii subsp. sunkii e 

Lactobacillus plantarum produttore di batteriocine presente nella coltura protettiva 

commerciale, sono stati scelti per la conduzione del challenge test.  

I prodotti lattiero-caseari, hanno rilevanza economica a livello nazionale e nello 

specifico, la Sardegna è una regione leader per le esportazioni di formaggi pecorini, 

con un valore aggiunto lordo di ca. 320 milioni di euro all'anno, nonché la prima 

regione dell'Unione Europea per la produzione di latte ovino (13% del totale) 

(Atzori, et al., 2022). Il Pecorino Sardo Dolce DOP appartiene alla categoria degli 

alimenti ready-to-eat e quindi non viene sottoposto a ulteriori trattamenti termici 

prima del consumo. Se un alimento non rispetta i criteri microbiologici sulla 

presenza di L. monocytogenes secondo il regolamento (CE) n. 2073/2005, 

l'operatore del settore alimentare (OSA) applica misure di ritiro/richiamo del 

prodotto. È evidente che, per un’azienda, tali provvedimenti siano lesivi sia dal 

punto di vista economico che di immagine. Secondo il regolamento (CE) n. 

2073/2005 gli OSA devono condurre studi sulla shelf-life per gli alimenti RTE al 

fine di garantire che siano rispettati i limiti previsti per i criteri di sicurezza 
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alimentare per tutta la durata di conservazione. Tra questi studi, si può ricorrere a 

challenge test microbiologici, che mediante contaminazione artificiale di un 

alimento con un patogeno, può simularne il comportamento durante la shelf-life 

(Spanu et al., 2014). 

Partendo da tali considerazioni è emersa la necessità di condurre un challenge test 

su due tipologie Pecorino Sardo Dolce DOP (PSA e PSB) prodotte utilizzando una 

scotta-innesto inoculata rispettivamente con L. plantarum (CP) e Lactobacillus 

delbrueckii subsp. sunkii. Un’ulteriore produzione di Pecorino Sardo Dolce DOP, 

rispettando la tecnologia di produzione tradizionale (senza scotta-innesto), è stata 

utilizzata come controllo sperimentale (CTRL).  

Dai risultati del challenge test condotto su PSA, PSB e CTRL si evince che L. 

monocytogenes è in grado di sopravvivere sia in condizioni di refrigerazione (+4°C) 

che in condizioni di abuso termico (+10°C). I livelli medi di L. monocytogenes 

raggiunti partendo dalla stessa concentrazione iniziale (102 UFC/g) non hanno 

mostrato differenze significative in relazione alle temperature di stoccaggio (p > 

0,05).  

Mediante applicazione della metodica quantitativa per la determinazione di L. 

monocytogenes sono stati rilevati livelli medi del patogeno di 0,3-1,8 Log10UFC/g 

a T21 (giorno seguente alla contaminazione sperimentale) e mentre il patogeno è 

risultato assente a T90 (fine della shelf-life). I livelli medi di L. monocytogenes erano 

significativamente maggiori (p < 0,05) a T21 rispetto alla fine della shelf-life (T90). 

Questi risultati sono sovrapponibili con quanto riscontrato in indagini simili: due 

recenti studi sull’efficacia dei LAB nei confronti di L. monocytogenes in formaggi 

(Scatassa et al., 2017; Morandi et al., 2020), hanno mostrato che l’utilizzo di batteri 

lattici ad attività anti-Listeria determinava diminuzione del patogeno da 2 a 3 

Log10UFC/g dopo i primi 15 - 20 giorni dall’inoculo. In controtendenza col presente 

lavoro è risultata una recente indagine sull’utilizzo di LAB produttori di 

batteriocine sulla superficie di formaggi Gorgonzola (Morandi et al., 2020): dopo 

50 giorni dalla contaminazione, la concentrazione del patogeno mostrava un 
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incremento. Di contro, i risultati ottenuti dalla determinazione quantitativa di L. 

monocytogenes in questo studio, hanno rilevato assenza del patogeno a T90, ovvero 

dopo 70 giorni dalla contaminazione sperimentale. La determinazione qualitativa è 

stata l’unica a rilevare positività al patogeno a T90 e i dati ottenuti rivelano che poco 

meno della metà degli isolati di L. monocytogenes (43,9 %) proveniva dai campioni 

CTRL (senza utilizzo di coltura bioprotettiva). Si può quindi affermare che 

entrambe le colture testate abbiano mostrato attività inibente nei confronti di L. 

monocytogenes, con una efficacia leggermente superiore per L. sunkii (autoctono) 

rispetto a L. plantarum (commerciale).   

Non sono presenti studi in letteratura riguardanti l’utilizzo di Lactobacillus 

delbrueckii subsp. sunkii come coltura bioprotettiva, i dati ottenuti risultano perciò 

innovativi e comparabili solo con lavori riguardanti l’utilizzo di altri lattobacilli per 

la conduzione di challenge test. I livelli medi dei lattici termofili per tutte le 

tipologie di prodotto (PSA, PSB e CTRL) erano pari a 106-107 UFC/g a T0, 107-108 

a T21 e a T90; la concentrazione dei batteri lattici mesofili era 106-108 UFC/g a T0 

106-108 UFC/g a T21 e a T90. Per le due categorie di lattici, per i tre lotti analizzati, 

nelle tre tipologie di formaggio sperimentale, non sono emerse differenze 

significative (p>0,05). Questi risultati sono sovrapponibili con quelli ottenuti in altri 

challenge test descritti in letteratura (Østergaard et al., 2014; Smatassa et al., 2017; 

Aymerich et al., 2019; Morandi et al., 2020). Relativamente al pH, non ci sono state 

variazioni sostanziali per tutte le tipologie di campioni per i tre lotti analizzati. 

Durante tutto il periodo di conservazione i valori di pH non sono mai scesi al di 

sotto di 4,7. Questa caratteristica, unitamente ai parametri di aw rilevati, rende il 

prodotto permissivo alla crescita di L. monocytogenes fino a fine shelf-life.  

La strategia di utilizzo di microrganismi ad azione bioprotettiva presentata in questo 

studio si è dimostrata applicabile alla tecnologia di produzione del Pecorino Sardo 

Dolce DOP ed efficace nel controllo di L. monocytogenes.   
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CAPITOLO V: CONCLUSIONI 

 
I parametri intrinseci rilevati sul Pecorino Sardo Dolce DOP lo collocano nella 

categoria degli alimenti RTE in grado di supportare la crescita di L. monocytogenes 

(regolamento (CE) n. 2073/2005). Considerate queste premesse, in questo studio è 

stato costruito un modello per l’inoculo di microrganismi bioprotettivi durante la 

tecnologia di produzione del formaggio per contrastare la crescita di L. 

monocytogenes. L’identificazione di batteri lattici autoctoni inibenti tale patogeno 

ha dimostrato che il latte ovino sardo rappresenta un’ottima fonte di batteri lattici 

utilizzabili nell’industria alimentare. I batteri lattici autoctoni impiegati nel presente 

lavoro, hanno mostrato eccellente adattabilità alle matrici lattiero-casearie utilizzate 

(latte, scotta, formaggi). Il loro optimum di crescita (45°C) li rende particolarmente 

adatti all’inoculo durante i processi di caseificazione, che prevedono l’applicazione 

di temperature elevate (45-47°C) durante le fasi di stufatura. Un’altra importante 

considerazione riguarda gli aspetti normativi che tutelano i prodotti a marchio DOP. 

Il disciplinare di Produzione della DOP “Pecorino Sardo” prevede che “il latte 

intero di pecora venga inoculato con colture provenienti dalla zona di origine”. 

L’impiego di microrganismi autoctoni ad azione inibente nei confronti di L. 

monocytogenes consente di migliorare la sicurezza dell’alimento nel rispetto di 

quanto indicato nel disciplinare.  

In conclusione, il challenge test ha avvalorato i dati ottenuti mediante le prove in 

vitro.  Le potenzialità delle colture bioprotettive, nel ridurre il rischio 

microbiologico da L. monocytogenes sono state ampiamente confermate dalla 

riduzione del livello di contaminazione dei livelli medi del patogeno alla fine della 

shelf-life, nonostante l’alimento sia permissivo per L. monocytogenes.  

I risultati ottenuti con questo studio possono avere importanti ricadute sulle attività 

del settore alimentare in quanto l’impiego delle colture bioprotettive consente di 

migliorare la sicurezza di prodotti RTE come il Pecorino Sardo DOP. L’impiego 

dei batteri lattici è di facile applicazione tecnologica e consente il rispetto del 
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disciplinare DOP. L’utilizzo delle colture bioprotettive, in associazione ad una 

rigorosa applicazione delle procedure igieniche e di lavorazione, può essere una 

strategia vincente nel contrastare la presenza di L. monocytogenes negli alimenti. 

L’innovazione tecnologica proposta, ha riscontrato notevole interesse da parte 

dell’azienda partner del presente lavoro, leader nel settore lattiero-caseario ovino 

sardo. L’azienda potrà usufruire di tale strategia per dare ulteriore evidenza sulla 

sicurezza del prodotto fornendo, inoltre, garanzie sul rispetto della legislazione 

internazionale nell’ottica dell’esportazione.   
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