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Alimenti Ready-to-eat che
costituiscono terreno favorevole
alla crescita di L. monocytogenes

a) assenza in 25g
b) 100 cfu/g

Alimenti Ready-to-eat che NON
costituiscono terreno favorevole
alla crescita di L. monocytogenes
Limite di 100 cfu/g

pH ≤ 4.4 o aw ≤ 0.92
pH ≤ 5.0 e aw ≤ 0.94
Shelf-life < 5 giorni

pH > 4.4 o aw > 0.92
pH > 5.0 e aw > 0.94

Prodotti pronti per il consumo

Regolamento (CE) 2073/2005
Listeria monocytogenes



Alimenti Ready-to-eat
che costituiscono
terreno favorevole
alla crescita di
Listeria
monocytogenes

n = 5   c = 0

100 cfu/g

n = 5      c = 0

assenza in 25g

Questo criterio si applica se
l’OSA è in grado di
dimostrare, con soddisfazione
dell’autorità competente, che
il prodotto non supererà il
limite di 100 cfu/g per tutta la
durata della sua shelf-life.

Regolamento (CE) 2073/2005
Listeria monocytogenes

Prodotti pronti per il consumo

















Valutazione degli 
studi di shelf-life

Con soddisfazione 
dell’autorità competente….





Le possibili strategie di gestione 
di Listeria monocytogenes…







Caratteristiche del prodotto e letteratura scientifica



Dati storici

I dati storici sono l’insieme delle registrazioni che un’impresa
alimentare conserva come parte della sua attività corrente.

 indicano i livelli di L. monocytogenes trovati nell’ambiente di
produzione, nelle materie prime e nei prodotti alimentari pronti, nelle
correnti pratiche GHP e HACCP utilizzate dagli operatori,

 possono essere utilizzati per valutare il potenziale di crescita di L.
monocytogenes in alimenti simil-pronti con caratteristiche
intrinseche comparabili (pH, aw, microflora, ecc) prodotti in
condizioni praticamente identiche,

 consentono di verificare la conservabilità del prodotto e
confermare che la vita commerciale fissata resti adeguata durante
lo stoccaggio, la manipolazione e l’uso ragionevoli,



Dati storici

Lo storico dei dati generati nel corso di un periodo di tempo per
alimenti pronti comparabili e che continua ad essere generato su basi
evolutive può essere utilizzato per l'analisi delle tendenze.

Laddove i livelli di L. monocytogenes in alimenti pronti alla fine della
vita commerciale sono considerevolmente bassi o assenti e non sono
stati ottenuti risultati superiori ai 100 ufc/g, tali dati possono essere
utilizzati in combinazione con i dati derivanti dai campionamenti
effettuati nelle aree di lavorazione e sulle attrezzature e sulla qualità
delle materie prime per dare un sufficiente livello di sicurezza che tali
alimenti pronti non rappresentano un rischio per la salute pubblica.



Dati storici

Il livello di fiducia aumenta con la quantità di dati disponibili. Più
prodotti vengono testati più i dati storici diventano affidabili.

L’OSA deve soddisfare l'autorità competente (AC) in modo che i
suoi dati storici siano sufficienti a dimostrare che il limite di 100 ufc/g
non sarà superato durante la vita commerciale. L’AC può richiedere
che tali dati siano integrati con ulteriori studi, ad esempio, con studi
di laboratorio sulla conservabilità.



Microbiologia Predittiva (modellizzazione)

Alcuni modelli sono basati su dati ottenuti dai terreni liquidi
impiegati in microbiologia e sono utilizzati per descrivere il
possibile impatto di diversi fattori.

Alcuni di questi modelli possono sbagliare nel descrivere
accuratamente il comportamento microbico negli alimenti, anche
se i modelli di questo tipo più convincenti sono stati convalidati sui
prodotti alimentari.

I modelli relativi agli alimenti possono descrivere efficacemente
l'impatto delle condizioni di magazzinaggio su un determinato
alimento, ma è discutibile la loro capacità di descrivere l'impatto
della variabilità delle caratteristiche fisico-chimiche dell’alimento o
di fare previsioni in altri alimenti.

Alcuni approcci intermedi sono stati elaborati cercando di superare
i limiti dei due approcci principali.



Microbiologia Predittiva (modellizzazione)
A dispetto delle limitazioni, i modelli predittivi restano validi

strumenti di valutazione della crescita di L. monocytogenes negli
alimenti, se le condizioni sono note.

Modelli di crescita/non crescita che prevedono la probabilità di
crescita di L. monocytogenes negli alimenti possono aiutare gli
OSA a classificare i loro prodotti alimentari.

Modelli di previsione dei tempi di latenza e del tasso di crescita
microbica negli alimenti possono aiutare gli OSA a valutare la
crescita di L. monocytogenes negli alimenti durante la loro
conservazione, tenendo conto della variabilità del ceppo, della
lavorazione attinente, della variabilità nei prodotti alimentari e
delle condizioni di stoccaggio.

I modelli di microbiologia predittiva devono essere usati con
cautela e utilizzati solo da personale formato ed esperto che ne
comprenda le limitazioni e le condizioni d’uso.



Alcuni modelli ampiamente riconosciuti, comunemente utilizzati e
liberamente disponibili sono:

 Growth predictor
Liberamente disponibile presso l'Institute of Food Research, 
Regno Unito
(www.Ifr.ac.uk/safety/growthpredictor),

 Pathogen Modelling Programme
Liberamente disponibile da parte del Dipartimento dell’agricoltura
degli Stati Uniti, Servizio di ricerca
(http://ars.usda.gov/Services/docs.htm?docid=6786).

Altri software sono disponibili in commercio. 

Microbiologia Predittiva (modellizzazione)



Studi di Shelf-life (conservabilità e challenge tests)



Studi di conservabilità

Scopo e limiti degli studi di conservabilità

Gli studi di conservabilità consentono la valutazione della crescita di L.
monocytogenes in un alimento contaminato naturalmente durante il suo
stoccaggio nelle condizioni ragionevolmente prevedibili.

Gli studi di conservabilità sono più realistici dei challenge tests, in
quanto la contaminazione è naturale (possono essere uno o più ceppi),
tiene conto dei danni o delle sollecitazioni, delladistribuzione e della
concentrazione iniziale della L. monocytogenes.

 Il numero relativamente basso di prodotti alimentari contaminati con L.
monocytogenes, il basso grado di contaminazione iniziale e la sua
distribuzione non uniforme, rendono difficile l’interpretazione dei risultati
degli studi di conservabilità.

Pertanto, può essere necessario l'uso di altri strumenti, come il
challenge test.



Challenge tests

I challenge tests hanno lo scopo di fornire informazioni sul
comportamento di L. monocytogenes inoculata artificialmente in un
prodotto alimentare prima dello stoccaggio in determinate condizioni.

Questi test possono essere attuati per due scopi:
 per valutare il potenziale di crescita
 per stimare i parametri di crescita (es: tasso di crescita massimo).

I challenge tests possono prendere in considerazione la variabilità
dei prodotti alimentari (utilizzando diverse partite), la specifica
contaminazione dell’alimento (inoculando ceppi isolati dall’alimento),
anche se il livello di contaminazione, l'eterogeneità della contami-
nazione e lo stato fisiologico dei batteri sono difficili da imitare



Challenge tests

valutazione del potenziale di crescita (δ)
Il potenziale di crescita (δ) è la differenza tra il log10 ufc/g

alla fine del prova e il log10 ufc/g all'inizio della prova.

valutazione del tasso di crescita massimo (μmax)
Per la crescita esponenziale, interpolando il logaritmo
naturale del numero di cellule con il tempo si produce una
linea retta. La pendenza di questa linea è il tasso di crescita
massimo (μmax) del batterio.



Challenge tests

valutazione del potenziale di crescita (δ)
consentono:
 la classificazione degli alimenti in "Alimenti pronti che
costituiscono terreno favorevole alla crescita di L. monocytogenes,
"o" “alimenti pronti che non costituiscono terreno favorevole alla
crescita di L. monocytogenes”

la quantificazione del comportamento di L. monocytogenes in un
prodotto alimentare in rispondenza alle condizioni ragionevolmente
prevedibili, tra la produzione e il consumo
(es. il calcolo della concentrazione alla fine della vita commerciale
rispetto alla concentrazione iniziale, o la determinazione della
concentrazione all'inizio della vita commerciale al fine di rispettare
il limite di 100 ufc/g al termine della vita commerciale ).



Challenge tests

valutazione del tasso di crescita massimo
(μmax)

consentono:

 la determinazione della concentrazione di L.
monocytogenes in un determinato giorno della vita
commerciale, se la concentrazione iniziale è nota,

 la determinazione della massima concentrazione di L.
monocytogenes che può essere presente nella fase di
produzione al fine di ripettare il limite di 100 ufc/g al termine
della vita commerciale.





Challenge test
Il presente documento descrive le procedure microbiologiche per
determinare la crescita di L. monocytogenes utilizzando challenge
test e studi di conservabilità nel quadro applicativo del Regolamento
(CE) n. 2073/2005.

Le procedure microbiologiche descritte sono le seguenti:

challenge tests
-valutazione del potenziale di crescita (δ)
-valutazione del tasso di crescita massimo (μmax)

studi di conservabilità

L'uso delle informazioni fornite dalle caratteristiche del prodotto,
dalla letteratura scientifica e dai dati storici è dettagliato nel
documento di orientamento destinato agli OSA.



Challenge test di valutazione 
del potenziale di crescita (δ)

Il potenziale di crescita (δ) è la differenza tra il log10 delle ufc/g alla fine
della prova e il log10 delle ufc/g all'inizio della prova.
Il potenziale di crescita (δ) δ può essere utilizzato:
 per classificare un prodotto alimentare:

per quantificare il comportamento di L. monocytogenes in un prodotto
alimentare di categoria 1.2 definito in base alle condizioni ragionevolmente
prevedibili tra produzione e consumo.
 per consentire il calcolo di una concentrazione di L. monocytogenes in un
punto qualsiasi della produzione, tale da non portare al superamento del
livello di 100 ufc/g al termine della vita commerciale.

δ > 0,5 log10 ufc/g: Alimenti pronti che costituiscono terreno favorevole
alla crescita di L. monocytogenes (..) (categoria 1.2)
δ ≤ 0,5 log10 ufc/g: Alimenti pronti che non costituiscono terreno
favorevole alla crescita di L. monocytogenes, (categoria 1.3)



I principali vantaggi di questo metodo sono:
 è relativamente semplice da attuare e
 i risultati possono essere usati direttamente

Svantaggi:
 mancanza di flessibilità in sede di interpretazione: i risultati

sono validi solo per il alimento studiato nelle condizioni allestite,
cosicché nuovi esperimenti devono essere eseguiti ogni
qualvolta c'è un cambiamento (ad esempio, il ricevimento è
cambiato, sono utilizzati diversi profili tempo-temperatura , ...).

 il potenziale di crescita in genere copre un lungo periodo di
tempo (ad esempio l'intero periodo della vita commerciale) e
quindi non può essere usato per predire la crescita nel corso di
una frazione di tale periodo di tempo.

Challenge test di valutazione 
del potenziale di crescita (δ)



Challenge tests di valutazione 
del tasso di crescita massimo (μmax)

Gli inconvenienti del precedente approccio possono essere risolti
mediante la combinazione dei modelli predittivi di microbiologia e i
challenge test di valutazione del tasso di crescita massimo μmax
(tassi di crescita).

Questi esperimenti sono più costosi e richiedono più tempo
rispetto al challenge test di valutazione del potenziale di crescita.
Essi sono limitati ai casi in cui la microbiologia predittiva è applicata
da laboratori con una formazione specifica.

La temperatura usata per l'esperimento non è (necessariamente)
quella utilizzata nelle previsioni poiché è possibile prevedere la
crescita a un altra temperatura diversa da quella di prova.



Studi di conservabilità

Gli studi di conservabilità consentono una valutazione della crescita di L.
monocytogenes negli alimenti contaminati naturalmente durante lo stoccaggio
in base alle condizioni ragionevolmente prevedibili.

Gli studi di conservabilità possono essere considerati più realistici per i
singoli alimenti rispetto al challenge test perché la contaminazione è naturale.

L'interpretazione dei risultati degli studi di conservabilità può essere difficile
a causa della bassa probabilità di analizzare un campione contaminato, del
numero molto ridotto inizialmente presente di L. monocytogenes e della
eterogeneità della distribuzione nell'alimento. In queste situazioni può essere
necessario utilizzare il challenge test per raccogliere le informazioni
necessarie a stabilire la vita commerciale e garantire il rispetto di mantenere
un livello < 100 ufc/g fino alla fine della vita commerciale del prodotto.

Gli studi di conservabilità possono essere utilizzati quando L. monocy-
togenes è sistematicamente rilevata nelle verifiche sui prodotti finiti.



Studi di Shelf-life

La scelta delle prove da effettuare dovrebbe essere fatta dall'OSA, con la
collaborazione del laboratorio che li condurrà:

 il challenge test di valutazione del δ potrebbe essere la prova di
"prima scelta" nella maggior parte dei casi, soprattutto quando si devono
distinguere i prodotti capaci o meno di sostenere la crescita di L.
monocytogenes.

 l'esecuzione del challenge test per valutare il μmax dovrebbe essere
considerata soprattutto come prova di "seconda scelta”, cioè nei casi
specifici in cui possono essere molto utili le informazioni supplementari
che si prevede di ottenere. Per interpretare i risultati sono necessarie
conoscenze di base sulla microbiologia predittiva.

 gli studi di conservabilità sono particolarmente appropriati quando la
prevalenza di L. monocytogenes è alta.



Challenge test

Per condurre un challenge test devono essere presi in
considerazione come minimo i seguenti fattori:

caratteristiche del prodotto,
vita commerciale del prodotto,
numero di lotti,
scelta del ceppo,
preparazione dell'inoculo,
preparazione e inoculazione dell'unità di prova,
condizioni di stoccaggio,
misurazione delle caratteristiche fisico-chimiche,
analisi microbiologiche
calcolo del potenziale (δ) o del tasso massimo (µmax) di crescita



Challenge test



 Numero di lotti
Studiare 3 diversi lotti di prodotto, e assumere il valore (δ o µmax) più
sfavorevole tra quelli ottenuti. Possibile operare su 1 solo lotto se la
variabilità interlotto non è significativa

Challenge test



 Numero di lotti
Studiare 3 diversi lotti di prodotto, e assumere il valore (δ o µmax) più
sfavorevole tra quelli ottenuti. Possibile operare su 1 solo lotto se la
variabilità interlotto non è significativa

Challenge test





 Scelta dei ceppi
Eseguire il challenge test con
almeno 2 ceppi per tener conto
delle variazioni di crescita tra i
ceppi. Tra i ceppi selezionati
uno deve essere un ceppo di
riferimento (EURLm), o
comunque un ceppo di cui
devono essere note le
caratteristiche di crescita. Gli
altri ceppi devono essere isolati
dalla medesima matrice
alimentare o da una analoga.

Challenge test



 Scelta dei ceppi
Eseguire il challenge test con
almeno 2 ceppi per tener conto
delle variazioni di crescita tra i
ceppi. Tra i ceppi selezionati
uno deve essere un ceppo di
riferimento (EURLm), o
comunque un ceppo di cui
devono essere note le
caratteristiche di crescita. Gli
altri ceppi devono essere isolati
dalla medesima matrice
alimentare o da una analoga.

Challenge test



 Preparazione dell'inoculo:
 coltivare i ceppi come da linea guida
 limitare il numero di subcolture (stabilità genetica)
 adattarli alla temperatura di conservazione dei campioni
 potenziale di crescita: miscelare i ceppi in parti uguali
 tasso massimo di crescita non mescolare i ceppi, studiarli

indipendentemente

 Livello atteso di contaminazione: circa  100 ufc/g

Preparazione e inoculazione delle unità di prova
Preparare almeno il numero di unità di prova indicato nelle tabelle.
L'intero esperimento richiede il campionamento distruttivo.
L'inoculazione deve simulare il più possibile le condizioni naturali; per 
non modificare le proprietà chimicofisiche del prodotto, l'innesto non 
deve superare l'1% del volume delle unità di prova

Challenge test



Challenge test di valutazione del 
potenziale di crescita (δ)



Challenge test di valutazione del 
potenziale di crescita (δ)



Challenge test di valutazione 
del potenziale di crescita

Durata e temperatura di stoccaggio



Challenge test di valutazione 
del potenziale di crescita

Durata e temperatura di stoccaggio



Challenge test di valutazione 
del potenziale di crescita

Durata e temperatura di stoccaggio



Challenge test di valutazione 
del potenziale di crescita

Durata e temperatura di stoccaggio





Challenge test di valutazione 
del potenziale di crescita





Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe

 Esecuzione di challenge tests per la valutazione 

del potenziale di crescita

Verifica di documenti esibiti dagli OSA



OSA n° 1: filetti di trota affumicati
Challenge test

Background:

Controllo Ufficiale:

Autocontrollo:

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe

 2 campionamenti a fine shelf-life

 presenza in 25 gr (2-3/5 ufc)

 <10 ufc/gr

 rare positività (presenza in 25 gr, <10 ufc/gr)

 assenza di documentazione



OSA n° 1: filetti di trota affumicati
Challenge test

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe

 
Numero 
prelievo Data Numero  

registro Aw pH 
Carica 
Listeria 

monocytogenes 

Carica 
batterica 

totale 
Batteri lattici 

1 12/11/2010 10As/292 0.96 6.4        60  ufc/g               1,7x103 ufc/g    <10 ufc/gr 

2 22/11/2010 10As/297 0.96 6.5      1.500 ufc/g         5,5x105 ufc/gr 1,3x104 ufc/gr 

3 03/12/2010 10As/300 0.95 6.6      87.000 ufc/gr 2,8x107 ufc/gr 8,7x104 ufc/gr 

4 12/12/2010 10As/306 0.96 6.5   12.000.000 ufc/gr 3x107 ufc/gr 1,5x105 ufc/gr 

5 12/01/2011 11As/1 0.95 6.5   44.000.000 ufc/gr 3,5x107 ufc/gr 1,8x105 ufc/gr 

Carica contaminazione 60 ufc/gr;
Conservazione +4°C



OSA n° 1: filetti di trota affumicati
Challenge test

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe

Carica contaminazione 60 ufc/gr;
Conservazione +8°C

 
Numero 
prelievo Data Numero  

registro Aw pH 
Carica 
Listeria 

monocytogenes 

Carica 
batterica 

totale 
Batteri lattici 

1 12/11/2010 10As/292 0.96 6.4        60  ufc/g               1,7x103 ufc/g  <10 ufc/gr 

2 22/11/2010 10As/298 0.96 6.6      50.000 ufc/g         3,2x105 ufc/gr 1x104 ufc/gr 

3 03/12/2010 10As/301 0.96 6.5      2.500.000 ufc/gr 7,2x107 ufc/gr 1x106 ufc/gr 

4 12/12/2010 10As/307 0.96 6.5 300.000.000 ufc/gr 1,1x108 ufc/gr 6,1x106 ufc/gr 

5 12/01/2011 11As/2 0.95 6.4  500.000.000 ufc/gr 1.6x108 ufc/gr 9.7x106 ufc/gr 



OSA n° 1: filetti di trota affumicati
Challenge test

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe

Carica contaminazione 6 ufc/gr;
Conservazione +4°C

Numero 
prelievo Data Numero  

registro Aw pH 

Carica 
Listeria 

monocyto-
genes) 

Listeria  
monocytogenes 

Prova 
qualitativa 

Carica 
batterica 

totale 

Batteri  
lattici 

1 21/01/2011 11As/4 0.98 6.5 <10  
ufc/g Assente in 25g 500 

ufc/gr 
<10  

ufc/gr 

2 31/01/2011 11As/12 0.98 6.5 <10  
ufc/g Presente in 25g 15x103 

ufc/gr 
2,8x103 
ufc/gr 

3 10/02/2011 11As/18 0.96 6.4 <40  
ufc/g Presente in 25g 35x106 

ufc/gr 
40x103 
ufc/gr 

4 22/02/2011 11As/28 0.97 6.5 <40  
ufc/g Presente in 25g 9,1x106 

ufc/gr 
9,1x103 
ufc/gr 

5 04/03/2011 11As/37 0.95 6.5 12.000 
ufc/gr Presente in 25g 5x106 

ufc/gr 
180x103 
ufc/gr 

6 23/03/2011 11As/46 0.95 6.5 400.000 
ufc/gr Presente in 25g 150x106 

ufc/gr 
200x103 
ufc/gr 

 



OSA n° 1: filetti di trota affumicati
Challenge test

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe

Carica contaminazione 6 ufc/gr;
Conservazione +8°C

Numero 
prelievo Data Numero  

registro Aw pH 

Carica 
Listeria 

monocyto-
genes) 

Listeria  
monocytogenes 

Prova 
qualitativa 

Carica 
batterica 

totale 

Batteri  
lattici 

1 21/01/2011 11As/6 0.97 6.5 <10  
ufc/g Presente in 25g 450 

ufc/gr 
<10  

ufc/gr 

2 31/01/2011 11As/13 0.97 6.5 <10  
ufc/g Presente in 25g 3,5x106 

ufc/gr 
3x103 
ufc/gr 

3 10/02/2011 11As/20 0.96 6.4 70  
ufc/g Presente in 25g 81x106 

ufc/gr 
80x104 
ufc/gr 

4 22/02/2011 11As/30 0.96 6.5 500.000  
ufc/g Presente in 25g 10x106 

ufc/gr 
3,5x104 
ufc/gr 

5 04/03/2011 11As/39 0.95 6.4 280.000  
ufc/g Presente in 25g 50x106 

ufc/gr 
30x104 
ufc/gr 

6 23/03/2011 11As/48 0.96 6.5 400.000  
ufc/g Presente in 25g 180x106 

ufc/gr 
25x104 
ufc/gr 

 



OSA n° 1: filetti di trota affumicati
Challenge test

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe

Carica contaminazione 0,06 ufc/gr;
Conservazione +4°C

Numero 
prelievo Data Numero  

registro Aw pH 

Carica 
Listeria 

monocyto-
genes) 

Listeria  
monocytogenes 

Prova 
qualitativa 

Carica 
batterica 

totale 

Batteri  
lattici 

1 21/01/2011 11As/3 0.98 6.5 <10  
ufc/g Assente in 25g 460 

ufc/gr 
<10  

ufc/gr 

2 31/01/2011 11As/10 0.98 6.5 <10  
ufc/g Assente in 25g 13x103 

ufc/gr 
2,5x103 
ufc/gr 

3 10/02/2011 11As/17 0.96 6.4 <10  
ufc/g Assente in 25g 33x106 

ufc/gr 
46x103 
ufc/gr 

3 22/02/2011 11As/27 0.97 6.5 <10  
ufc/g Assente in 25g 14x106 

ufc/gr 
14x103 
ufc/gr 

5 04/03/2011 11As/36 0.96 6.5 <10  
ufc/g Assente in 25g 14x106 

ufc/gr 
150x103 
ufc/gr 

6 23/03/2011 11As/45 0.96 6.5 <10  
ufc/g Assente in 25g 110x106 

ufc/gr 
130x103 
ufc/gr 

 



OSA n° 1: filetti di trota affumicati
Challenge test

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe

Carica contaminazione 0,06 ufc/gr;
Conservazione +8°C

Numero 
prelievo Data Numero  

registro Aw pH 

Carica 
Listeria 

monocyto-
genes) 

Listeria  
monocytogenes 

Prova 
qualitativa 

Carica 
batterica 

totale 

Batteri  
lattici 

1 21/01/2011 11As/5 0.97 6.4 <10  
ufc/g Presente in 25g 500 

ufc/gr 
<10  

ufc/gr 

2 31/01/2011 11As/11 0.97 6.5 <10  
ufc/g Assente in 25g 3,2x106 

ufc/gr 
4x103 
ufc/gr 

3 10/02/2011 11As/19 0.96 6.4 <10  
ufc/g Presente in 25g 80x106 

ufc/gr 
75x104 
ufc/gr 

4 22/02/2011 11As/29 0.97 6.5 <10  
ufc/g Presente in 25g 7,3x106 

ufc/gr 
3,1x104 
ufc/gr 

5 04/03/2011 11As/38 0.95 6.4 <10  
ufc/g Assente in 25g 5x106 

ufc/gr 
33x104 
ufc/gr 

6 23/03/2011 11As/47 0.96 6.5 <10  
ufc/g Assente in 25g 140x106 

ufc/gr 
15x104 
ufc/gr 

 



OSA n° 1: filetti di trota affumicati
Challenge test

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe

Carica contaminazione 0,06 ufc/gr;

 0,064 ufc/gr = 8 ufc/125gr
 0,080 ufc/gr = 10 ufc/125gr
 0,1 (0,096) ufc/gr = 12 ufc/125gr
 0,040 ufc/gr = 5 ufc/125gr
 0,024 ufc/gr = 3 ufc/125gr
 0,016 ufc/gr = 2 ufc/125gr
 0,008 ufc/gr = 1 ufc/125gr



OSA n°2: salmone affumicato decongelato 
s.v.

Challenge test

Background:

Challenge test eseguito in subappalto per conto
di un laboratorio privato

Controllo Ufficiale: non disponibile

Autocontrollo: non disponibile

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe



OSA n°2: salmone affumicato decongelato 
s.v.

Challenge test

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe

Carica contaminazione 50 ufc/gr;
Conservazione +4°C

Prelievo 
(fase 

indicativa) 
Data Numero 

Registro Aw pH 
Carica bat-
terica totale 

(ufc/g) 

Batteri 
 lattici 
(ufc/g) 

Conta Listeria 
monocytogenes 

(ufc/g) 

Listeria 
monocytogenes 
in 25 grammi 

Immissione 
sul mercato 29/02/2012 12As/ 210 0,96 6,15 210 <10 50 presente 

1/4 shelf-life 20/03/2012 12As/ 260 0,96 5,90 21000 15000 2800 presente 

metà shelf-
life 05/04/2012 12As/ 322 0,96 6,20 2.000.000 3.300.000 240.000 presente 

/4  shelf-life 26/04/2012 12As/ 422 0,96 6,10 20.000.000 22.000.000 400.000 presente 

ine shelf-life 14/05/2012 12As/ 561 0,93 5,95 22.000.000 15.000.000 7.600.000 presente 

5/4 shelf-life 30/05/2012 12As/ 677 0,97 5,95 11.000.000 1.600.000 11.000.000 presente 

 



OSA n°2: salmone affumicato decongelato 
s.v.

Challenge test

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe

Carica contaminazione 50 ufc/gr;
Conservazione +8/12°C

Prelievo 
(fase 

indicativa) 
Data Numero 

Registro Aw pH 
Carica bat-
terica totale 

(ufc/g) 

Batteri 
 lattici 
(ufc/g) 

Conta Listeria 
monocytogenes 

(ufc/g) 

Listeria 
monocytogenes 
in 25 grammi 

Immissione 
sul mercato 29/02/2012 12As/ 210 0,96 6,15 210 <10 50 presente 

1/4 shelf-life 20/03/2012 12As/ 263 0,95 6,05 22.000 11.000 260.000 presente 

metà shelf-
life 05/04/2012 12As/ 325 0,96 6,00 140.000.000 96.000.000 6.000.000 presente 

/4  shelf-life 26/04/2012 12As/ 423 0,97 6,20 220.000.000 240.000.000 64.000.000 presente 

ine shelf-life 14/05/2012 12As/ 564 0,94 6,20 170.000.000 150.000.000 140.000.000 presente 

5/4 shelf-life 30/05/2012 12As/ 680 0,94 6,20 230.000.000 160.000.000 160.000.000 presente 

 



OSA n°2: salmone affumicato decongelato 
s.v. Challenge test

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe

Carica contaminazione 5 ufc/gr;
Conservazione +4°C

Prelievo 
(fase 

indicativa) 
Data Numero 

Registro Aw pH 
Carica bat-
terica totale 

(ufc/g) 

Batteri 
 lattici 
(ufc/g) 

Conta Listeria 
monocytogenes 

(ufc/g) 

Listeria 
monocytogenes 
in 25 grammi 

Immissione 
sul mercato 29/02/2012 12As/ 209 0,96 6,1 190 <10 <10 presente 

1/4 shelf-life 20/03/2012 12As/ 259 0,95 5,9 17.000 15.000 2.300 presente 

metà shelf-
life 05/04/2012 12As/ 321 0,96 6,20 2.200.000 2.800.000 10.000 presente 

/4  shelf-life 26/04/2012 12As/ 421 0,96 6,10 21.000.000 20.000.000 23.000 presente 

ine shelf-life 14/05/2012 12As/ 560 0,94 5,95 18.000.000 12.000.000 2.500.000 presente 

5/4 shelf-life 30/05/2012 12As/ 676 0,93 5,95 20.000.000 2.000.000 9.000.000 presente 

 



OSA n°2: salmone affumicato decongelato 
s.v.

Challenge test

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe

Carica contaminazione 5 ufc/gr;
Conservazione +8/12°C

Prelievo 
(fase 

indicativa) 
Data Numero 

Registro Aw pH 
Carica bat-
terica totale 

(ufc/g) 

Batteri 
 lattici 
(ufc/g) 

Conta Listeria 
monocytogenes 

(ufc/g) 

Listeria 
monocytogenes 
in 25 grammi 

Immissione 
sul mercato 29/02/2012 12As/ 209 0,96 6,1 190 <10 <10 presente 

/4 shelf-life 20/03/2012 12As/ 262 0,95 6,05 24.000 11.000 130.000 presente 

metà shelf-
life 05/04/2012 12As/ 324 0,96 6,00 130.000.000 96.000.000 3.000.000 presente 

/4  shelf-life 26/04/2012 12As/ 423 0,97 6,20 240.000.000 24.000.000 36.000.000 presente 

ne shelf-life 14/05/2012 12As/ 563 0,94 6,15 170.000.000 20.000.000 130.000.000 presente 

/4 shelf-life 30/05/2012 12As/ 679 0,94 6,20 220.000.000 100.000.000 140.000.000 presente 

 



OSA n°2: salmone affumicato decongelato 
s.v.

Challenge test

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe

Carica contaminazione 0,1 ufc/gr;
Conservazione +4°C

Prelievo 
(fase 

indicativa) 
Data Numero 

Registro Aw pH 
Carica bat-
terica totale 

(ufc/g) 

Batteri 
 lattici 
(ufc/g) 

Conta Listeria 
monocytogenes 

(ufc/g) 

Listeria 
monocytogenes 
in 25 grammi 

Immissione 
sul mercato 29/02/2012 12As/ 208 0,95 6,15 200 <10 <10 presente 

1/4 shelf-life 20/03/2012 12As/ 258 0,95 5,90 17000 15000 <10 presente 

metà shelf-
life 05/04/2012 12As/ 320 0,96 6,20 2.300.000 3.500.000 1.200 presente 

/4  shelf-life 26/04/2012 12As/ 420 0,96 6,10 17.000.000 19.000.000 1.500 presente 

ine shelf-life 14/05/2012 12As/ 559 0,93 6,00 22.000.000 1.500.000 6.100 presente 

5/4 shelf-life 30/05/2012 12As/ 675 0,93 5,95 32.000.000 2.000.000 9.000 presente 

 



OSA n°2: salmone affumicato decongelato 
s.v.

Challenge test

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe

Carica contaminazione 0,1 ufc/gr;
Conservazione +8/12°C

Prelievo 
(fase 

indicativa) 
Data Numero 

Registro Aw pH 
Carica bat-
terica totale 

(ufc/g) 

Batteri 
 lattici 
(ufc/g) 

Conta Listeria 
monocytogenes 

(ufc/g) 

Listeria 
monocytogenes 
in 25 grammi 

Immissione 
sul mercato 29/02/2012 12As/ 208 0,95 6,15 200 <10 <10 presente 

1/4 shelf-life 20/03/2012 12As/ 261 0,95 6,05 23.000 11.000 160 presente 

metà shelf-
life 05/04/2012 12As/ 323 0,96 6,00 140.000.000 92.000.000 2.900.000 presente 

/4  shelf-life 26/04/2012 12As/ 423 0,97 6,25 200.000.000 240.000.000 1.900.000 presente 

ine shelf-life 14/05/2012 12As/ 562 0,94 6,20 170.000.000 120.000.000 92.000.000 presente 

5/4 shelf-life 30/05/2012 12As/ 678 0,94 6,20 210.000.000 110.000.000 100.000.000 presente 

 





OSA n° 3: salmone affumicato danese

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe



OSA n° 3: salmone affumicato danese

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe



OSA n° 4: salmone affumicato spagnolo

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe



OSA n° 4: salmone affumicato spagnolo

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe



OSA n° 4: salmone affumicato spagnolo

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe



Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe
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OSA n° 4: salmone affumicato spagnolo

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe



OSA n° 5: salmone norvegese

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe



OSA n° 5: salmone norvegese

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe



OSA n° 5: salmone norvegese

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe

Egregio Dottore, 
 
            faccio seguito alla Sua richiesta per inviarLe i calcoli predittivi della crescita di Liste- 
ria monocytogenes in substrati con caratteristiche sovrapponibili a quelle del salmone affumi-
cato oggetto dell’analisi, ovverosia pH pari a 5,90 (arrotondato) ed attività dell’acqua (aw) com-
patibile con il contenuto salino del Vs prodotto ( 6 % = 0,950). 
     I calcoli predittivi sono quelli riportati nel software Seafood Spoilage and Safety Predictor 
(SSSP), consultabile al sito http://www.dfu.min.dk/micro/sssp/ del Ministero della Pesca del 
Regno di Danimarca, l’unico al momento esistente per il salmone affumicato. 
   In considerazione del risultato analitico, < 10 UFC/g, é stata considerata una presenza 
specifica iniziale pari a 9 UFC/g anche se un tale contenuto appare sovrastimato rispetto a 
quanto usualmente riportato in letteratura (si confronti, al proposito, “Gestione delle prove di 
inoculazione sperimentale ai fini del Regolamento 2073/2005/CE” di V. Giaccone, M. Ferioli 
ed F. Ottaviani in Ingegneria Alimentare Dicembre 2008, pag. 22). 
   Il contenuto in acido lattico é stato considerato pari a 10000 ppm (1 %) ed il contenuto in 
fenoli (del fumo di affumicatura) pari al minimo del 3 %. 
     La temperatura é sia quella rilevata al momento del campionamento ( + 4 °C) che quella 
di massima conservazione inserita in etichetta, pari a 5 °C. 
   Il contenuto in flora lattica, con i conseguenti effetti antagonisti, é stata considerato, nei 
due modelli estremi, pari al minimo riscontrato nei prodotti all’intorno della scadenza (10.000 
UFC/g) che il valore medio riscontrato nella medesima situazione (1.000.000 UFC/g). 



OSA n° 5: salmone norvegese

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe

   Nel primo modello, che rappresenta la peggiore condizione possibile (basso contenuto in 
flora lattica antagonista, temperatura a 5 °C) l’incremento nel contenuto in Listeria monocy-
togenes dal momento dell’inizio dell’analisi alla data di scadenza indicata in etichetta (+10 
giorni) é tale da generare un incremento numerico da 9 UFC/g (0,99 log UFC/g) a 74 UFC/g 
(1,87 log UFC/g), quindi inferiore al limite di 100 UFC/g (2 log UFC/g) stabilito al punto 1.2 
dei Reg. 2073/2005 CE e 1441/2007 CE. 
   Nel secondo modello, che considera una situazione media realisticamente più probabile 
(moderato contenuto in flora lattica antagonista, temperatura a + 4 °C), l’incremento in Liste-
ria monocytogenes, dal momento dell’inizio dell’analisi alla data di scadenza indicata in eti-
chetta ( + 10 giorni ), é tale da generare un incremento numerico da 9 UFC/g (0,99 log 
UFC/) a 25 UFC/g (1,4 log UFC/g), ancora più basso del limite di 100 UFC/g (2 log UFC/g) 
stabilito al punto 1.2 dei Reg. 2073/2005 CE e 1441/2007 CE. 
   In definitiva, qualsiasi ipotesi si consideri, non esiste la possibilità, sia in condizioni 
“medie” che nelle peggiori condizioni possibili, che il contenuto in Listeria monocytogenes 
possa superare il limite imposto dai Reg. 2073/2005 CE e 1441/2007 CE per I prodotti ali-
mentari alla scadenza. 
 



Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe

OSA n° 6: salmone polacco



OSA n° 6: salmone polacco

Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe



Listeria monocytogenes in salmone affumicato:
esperienze in IZSVe

OSA n° 6: salmone polacco



Listeria monocytogenes in salmone affumicato:
esperienze in IZSVe

OSA n° 6: salmone polacco



OSA n° 6: salmone polacco



Listeria monocytogenes in salmone affumicato:

esperienze in IZSVe

OSA n° 7: salmone serbo



























……grazie per l’attenzione!

Damiano Comin

Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie
SCS8-Valorizzazione delle Produzioni Alimentari
Tel. +39 0421 41361 – Cell.+39 335/230290
E-mail dcomin@izsvenezie.it
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