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Campylobacter nel latte

 Campylobacter può essere contenuto nel tratto intestinale degli 
animali 

 Contaminazione fecale del latte
 La trasmissione del Campylobacter attraverso il latte può essere 

facilmente controllata tramite la pastorizzazione
 Ma… i consumatori chiedono «latte crudo»….
 Studi sulla contaminazione da Campylobacter nel latte crudo 

riportano valori dallo 0,4 al 12% dei campioni
 Tipo di campione: latte di massa o filtri linea di mungitura
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Casi riportati EU 2017
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Alimento N° focolai % totale

Latte 18 54,5
Prodotti derivati dal latte  2 6,1
Carne di pollo/p. derivati 8 24,2
carne rossa/prodotti  2 6,1
carne mista /pollo  2 6,1
carne e p. a base di 
carne 1 3,0

33  100

Outbreak 2017 EU da Campylobacter 

Latte:  1554 campioni in 9 paesi:P1,9%



“Outbreak in northern Utah 
latte crudo A: 99 cases  di 
campylobacteriosi (59 
confermati e 40 probabili) 10 
ospedalizzati, 1 morto











According to the CDC, 
from 1993 through 
2012, 127 outbreaks 
linked to raw milk or 
raw milk products like 
ice cream, soft 
cheese, or yogurt. 
They resulted in 1,909 
illnesses and 144 
hospitalizations.



Prevalenza di Campylobacter nel latte

Prevalenza% Matrice dove
2,91% Shivani et al,2015
0,4‐12,3% (studio 1982‐
2001)

Oliver et alt.2005

1,5 Bianchi DM Latte crudo (macchine) Italy
12% Bianchini et al,2014 Latte crudo (macchine) Italy
6,45% Giacometti et al,2012 Latte crudo+ filtri Italy
2% Jayarao et al, 2016 Latte crudo Usa
12‐13% Ollson,Sva Filtri (InCary Blair) Sweden 2016,2017



Sopravvivenza di Campylobacter nel latte 



Sopravvivenza di Campylobacter nel latte crudo
4°C 

• 9 ceppi diversi (uomo, aviari,bovini,  
maiale) 

• 1 ml di brodocoltura 10E9 +99ml di 
latte crudo

• T 4°C,ogni 1‐2 giorni (x14gg) conta 
Campylobacter, carica totale e pH

• Solo il 145B sopravvive in maniera 
eccezionale nel latte crudo a 4 °C ; 
(<2log dopo 14g). 

• Ceppo 8 a >6log diminuzione di 
cellule vitali e scomparsa a 7 giorni

• Solo il ceppo 6 dopo 21 g ancora 
vitale (250UFC/ml)

Doyle et Roman 1982



Comparazione inattivazione (latte crudo, brucella broth,latte sterile)

Doyle et Roman 1982

• Sopravvivenza maggiore in Brucella 
broth

• Nel latte sterile il tasso di morte è 
più basso che nel latte crudo ma 
stesso andamento

• C.jejuni è inattivato più 
rapidamente nel latte sterile 
(pH6,6‐6,7) che in brodo Brucella 
(pH6,9)



Campylobacter e latte crudo

 Norme UE in fatto di igiene: gli Stati membri possono vietare o 
limitare l'immissione sul mercato di latte crudo destinato al 
consumo umano (cellule somatiche e coliformi??)

 Esperti EFSA gruppo scientifico sui pericoli biologici (BIOHAZ) : il 
latte crudo può essere una fonte di batteri nocivi, 
principalmente Campylobacter, Salmonella, ed Escherichia coli 
produttore della tossina Shiga (STEC)

 27/33 focolai in EU tra il 2007 e il 2013 sono da ricondurre al 
consumo di latte crudo (4 latte di capra, 23 latte bovino) . Di 
questi, 21 sono stati attribuiti al Campylobacter spp. (in 
particolare il C. jejuni), 1 a Salmonella Typhimurium, 2 a E. coli 
STEC e 3 al TBEV (virus encefalite delle zecche).



Cos’è il latte crudo? 

Secondo la legislazione comunitaria, per "latte 
crudo" si intende il latte prodotto dalla secrezione 
della ghiandola mammaria di animali di allevamento
che non è stato riscaldato a più di 40°C o sottoposto 
ad alcun trattamento avente un effetto equivalente 
(Allegato I, punto 4.1 del Reg. (CE) n 853/2004).

In Italia, può essere commercializzato solo con 
l’etichetta “da consumarsi previa bollitura”, in base al 
Decreto legge n. 158 del 13/09/2012 (art.8).



Problematica di ricerca Campylobacter nel latte 
crudo

• Il pH del latte crudo si attesta attorno a   6,5‐6,7
• Il pH è influenzato dalla crescita dei batteri acidi lattici

Un basso pH favorisce:
• La proliferazione dei batteri lattici acidi

• l’attività della perossidasi normalmente presente nel latte e 
che ha un effetto battericida sui batteri Gram negativi

• massima attività a pH 6



Modalità operativa

ISO 20172:2017 (2006)
8 Preparation of test samples
……in accordo con la ISO 6887(ogni parte)

ISO 6887 (all parts),Mycrobiology of the food chain – Preparation 
of test samples , initial sospensione  and decimal dilution for 
microbiological examination

ISO 6887. Part 5:Specific rules for the preparation of milk 
and milk products



ISO 6887‐5:2010 “Specific rules for preparatio 
of milk and milk products”

Preparazione pH Campione test (ISO 6887‐5 + 
10272:2017)

2010 Addizionare un 
diluente di uso 
generale (9x)

Aggiustare 
a neutro

1ml di latte + 9 ml di 
diluente , dovrebbero essere 
miscelati con 90 ml di brodo 
di arricchimento

ISO/
DIS

Fare diluizione 
o porre 
direttamente 
nel brodo di 
arricchimento

Aggiustare 
a neutro

Come sopra o 10 ml inoculati 
direttamente in 90 ml del  
brodo di arricchimento



ISO 6887‐5:2010 versus Bacteriologycal analytical manual 
BAM

Preparazione pH Campione test (ISO 6887‐5 +
10272:2017)

2010 Addizionare un 
diluente di uso 
generale (9x)

Aggiustare 
a neutro

1 ml di latte + 9 ml di diluente , 
miscelati con 90 ml di brodo di 
arricchimento

ISO/
DIS

Fare diluizione o 
porre direttamente 
nel brodo di arricch.

Aggiustare 
a neutro

Come sopra o 10 ml inoculati 
direttamente in 90 ml del  
brodo di arricchimento

BAM Centrifugare 50 ml e 
risospendere il pellet
(senza grasso) in 10 
ml di brodo

Aggiustare 
a neutro 
nel sito di 
campiona
mento e 
poi in 
laboratorio

Pellet disciolto  in 10 ml di 
brodo e poi in 90 ml di Brodo 
di arricchimento (Bolton)



ISO 6887/2010; ISO 10272‐1:2017

Soluzione di uso generale (ISO 6887:2010)
 peptone salt solution pH 7.0 ±0,2 a 25°C
 quarter –strenght Ringer solution pH 6,9±0,2 a 25°C
 peptone solution pH 7.0 ±0,2 a 25°C
 Buffered peptone water pH 7.0 ±0,2 a 25°C

Brodo di arricchimento (ISO 10272:2017) parte B
 Brodo Preston pH 7.4 ±0,2 a 25°C



Bacteriological analytical Manual cap.8 
Campylobacter 

Preparazione campioni (Milk, frozen dairy products) 
Raw milk. 
 Controllo del pH al sito di prelievo usando cartine per pH (6‐8 

range). 
 Se il pH è <7,6 addizionare  NaOH sterile (1‐2 N) e aggiustare il 

pH a7.5 ± 0.2. 
 Ripetere il controllo al laboratorio e aggiustare a pH 7.5 ± 0.2 

con NaOH sterile 1‐2 N (se occorre) . 
 Procedere con il metodo



Bacteriologca analiticala manual cap.8 
Campylobacter 



Problematica riscontrata

???Visto la bassa carica nel latte, i volumi normalmente 
esaminati sono corretti? 

• campioni di latte di massa 1000 ml o 100 ml (suddiviso 
in aliquote da 10 ml ciascuno)

• Ogni aliquota è stata esaminata con  ISO 10272‐1:2017 
e in PCR Real time dal brodo di arrichimento

• Primo problema: un campione (controllo positivo,con
ceppo ATCC) risultato negativo  

• Verifica del problema……………………



Problematica riscontrata

• Misurato il pH del terreno…………….non conforme (pH attorno 
a 6.0)

• Nuova prova con pH adeguato, saggiando lo stesso ceppo 
come controllo positivo è stato risolto.

• Quindi il controllo del pH in realtà andrebbe sempre fatto 
altrimenti si potrebbero avere falsi campioni negativi



Prove effettuate 

Per i campioni da 1000 ml divisi in 100 aliquote da 10 ml solo 1-2 aliquote sono risultate 
positive sia all’isolamento che alla PCR Realtime

• Quindi la quantità esaminata è cruciale

Latte di 
massa

filtri UC da 10 ml 
esaminati

Positivi latte Positivi Filtri

A 100 ml Si(1) 10 0 0
B 1000 ml Si (5) 100 1 0
C 100 Si (5) 10 0 1
D 1000 ml Si(5) 100 0 1
E 1000 ml ‐ 100 2 ‐
F 1000 ml ‐ 100 0 ‐



Problematiche di identificazione in PCR di 
C.jejuni 



PCR C.jejuni (target gene hip0)

Wang et al,2002



Analysis of the DNA sequences with the 

con MultAlin software (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

Il sequenziamento dei frammenti hipO dei ceppi di Campylobacter 
ha mostrato una differenza nei siti 125 e 213, in cui una treonina (T) 
e una valina (V) sono stati sostituiti rispettivamente con una 
adenina (A) e una isoleucina (I), a differenza del ceppo di 
riferimento usato da Wang (z36940). 



Raccomandazioni

• Controllare sempre il pH del terreno dopo l’inoculazione del 
campione ed eventualmente correggerlo

• Aumentare la quantità di latte da esaminare e effettuare 
prove in parallelo con centrifugazione e successiva coltura

• Controllare la sequenza hip 0 per l’identificazione di C.jejuni
Cosa ci riproponiamo: studio in parallelo con 3 differenti metodi
‐ ISO 10272‐1:2017
‐ Metodo BAM
‐ Filtrazione e successiva coltura 



Grazie per l’attenzione


