
PROGETTO RUMINA (RC05/18): 

Challenge test con Campylobacter 
jejuni in latte e prodotti
lattiero-caseari

Alice Marchegiano
Igiene e Tecnologie degli Alimenti



PRESENTAZIONE LAVORO
• Definizione di CHALLENGE TEST (CT):

- Studio della crescita o inattivazione di microrganismi 
inoculati artificialmente negli alimenti

• Obiettivo dei CT:
- studiare il potenziale di crescita o la cinetica di crescita

al fine di valutare la durata di conservazione degli 
alimenti come misura di controllo o la stabilità microbica
di un alimento fornendo informazioni sul 
comportamento dei microrganismi (crescita, 
sopravvivenza o diminuzione) quando inoculati 
artificialmente

L’alimento supporta la crescita di un microrganismo 
inoculato? 

• Perché effettuare un CT per Campylobacter?



SCOPO DEL LAVORO

• Valutare:
- Crescita?
- Inattivazione/sopravvivenza?

• Durata studio: Giugno – Settembre 
2021

• Reparto di Igiene e Tecnologie 
degli Alimenti (Teramo)



METODI
• ISO 20976-1:2019 Microbiology of the food chain —

Requirements and guidelines for conducting challenge 
tests of food and feed products

• EURL Lm TECHNICAL GUIDANCE DOCUMENT on 
challenge tests and durability studies for assessing shelf-
life of ready-to-eat foods related to Listeria monocytogenes 
(Version 4 of 1 July 2021) - ANSES



METODI

• Ricerca Campylobacter jejuni (ISO 10272-
1:2017)

• Numerazione Campylobacter jejuni  (ISO 
10272-2:2017)

• pH (MFHPB 03 July 2014)
• aW (ISO 18787:2017)
• Numerazione lattobacilli a 30°C (ISO 

15214:1998)
• Maldi-TOF (“Matrix Assisted Laser 

Desorption Ionization - Time of Flight”)



MATERIALI
• Alimenti utilizzati  prodotti pronti al consumo (c.d. 

ready-to-eat):
- 1 CT su caciotte di un giorno dopo salatura, conservate a 14°C
- 2 CT su ricotte, conservate a 4°C e a 7° C
- 1 CT su latte intero pastorizzato, conservato a 4°C e 7°C

• Ceppo utilizzato: Campylobacter jejuni M1 (Laboratory
designation 99/308) 



Preparazione inoculo e 
contaminazione alimenti

• C. jejuni M1 (microbank) su Columbia agar 42°C x 
24h in microaerofilia 

• Colonie in brodo BHI (OD600=0,5) e numerazione 
in mCCD agar

• Inoculo OD600=0,5 in 100ml BHI poi incubazione 
37°C x 16h in agitazione e in microaerofilia 

• Dopo 16h numerazione in mCCD agar

• Centrifugazione e concentrazione (75%) e 
numerazione in mCCD agar dell’inoculo (*)

• Volume di inoculo:massa (o V) campione ≤ 1%



CONTROLLI NEGATIVI (K-) 
CACIOTTA 

tempo RICERCA C. jejuni in 10g LATTOBACILLI UFC/g pH aW

T0 Assente 25.000.000 5,30 0,97

T8 Assente 38.000.000 5,20 0,96



RISULTATI 
CACIOTTA a 14°C• V max = 8ml

• Inoculo  7,5*10^8 UFC/ml (8.87 log)
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K- CACIOTTA giugno

		DATA		giorno		NRG		T DALL'INOCULO		RICERCA CAMPY in 10g		NUM. LAB UFC/g		pH1/1		pH1/2		pH1(medio)		aW1		RICERCA CAMPY in 10g		NUM. LAB UFC/g		pH2/1		pH2/2		pH2(medio)		aW2		RICERCA CAMPY in 10g		NUM. LAB UFC/g		pH3/1		pH3/2		pH3(medio)		aW3		RICERCA C. jejuni in 10g		NUM. LATTOBACILLI UFC/g media		pH (media)		aW (media)

		17-Jun		giovedì		292835		T0		N.R.		24,000,000						5.32		0.9680		N.R.		26000000						5.29		0.9680		N.R.		26000000						5.28		0.9700		N.R.		25,000,000		5.30		0.97

		29-Jun		martedì		296215		T12		N.R.		47,000,000						5.18		0.9600		N.R.		35000000						5.21		0.9610		N.R.		31000000						5.21		0.9590		N.R.		38,000,000		5.20		0.96





K- CACIOTTA giugno
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		DATA		giorno		NRG		T DALL'INOCULO		meno1		meno2		meno3		meno4		meno5		meno6		meno7		pH1/1		pH1/2		pH1(medio)		aW1		conta		UFC/g		log		meno1		meno2		meno3		meno4		meno5		meno6		meno7		pH2/1		pH2/2		pH2(medio)		aW2		conta		UFC/g		log		meno1		meno2		meno3		meno4		meno5		meno6		meno7		pH3/1		pH3/2		pH3(medio)		aW3		conta		UFC/g		log

		17-Jun						T0																								0		0.00E+00		0.00																								0		0.00E+00		0.00																								0		0.00E+00		0.00

		18-Jun						T1																				5.23		0.9740		15,000		1.50E+04		4.18																				5.24		0.9710		10,000		1.00E+04		4.00																				5.24		0.9740		23,000		2.30E+04		4.36

		21-Jun						T4																								1,900		1.90E+03		3.28																								2,000		2.00E+03		3.30																								2,000		2.00E+03		3.30

		22-Jun						T5																				5.17		0.9670		820		8.20E+02		2.91																				5.17		0.9780		690		6.90E+02		2.84																				5.17		0.9700		810		8.10E+02		2.91

		23-Jun						T6																								<10		<10		0.00																								36		3.60E+01		1.56																								18		1.80E+01		1.26

		25-Jun						T8																				5.16		0.9730		0		0.00E+00		0.00																				5.15		0.9700		0		0.00E+00		0.00																				5.16		0.9700		0		0.00E+00		0.00E+00

		28-Jun						T11																								0		0.00E+00		0.00																								0		0.00E+00		0.00																								0		0.00E+00		0.00E+00

		29-Jun						T12																				5.22		0.9620		0		0.00E+00		0.00																				5.23		0.9620		0		0.00E+00		0.00																				5.22		0.9610		0		0.00E+00		0.00E+00
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K- CACIOTTA giugno

		DATA		giorno		NRG		T DALL'INOCULO		RICERCA CAMPY in 10g		NUM. LAB UFC/g		pH1/1		pH1/2		pH1(medio)		aW1		RICERCA CAMPY in 10g		NUM. LAB UFC/g		pH2/1		pH2/2		pH2(medio)		aW2		RICERCA CAMPY in 10g		NUM. LAB UFC/g		pH3/1		pH3/2		pH3(medio)		aW3		RICERCA C. jejuni in 10g		NUM. LATTOBACILLI UFC/g media		pH (media)		aW (media)

		17-Jun		giovedì		292835		T0		N.R.		24,000,000						5.32		0.9680		N.R.		26000000						5.29		0.9680		N.R.		26000000						5.28		0.9700		N.R.		25,000,000		5.30		0.97

		29-Jun		martedì		296215		T12		N.R.		47,000,000						5.18		0.9600		N.R.		35000000						5.21		0.9610		N.R.		31000000						5.21		0.9590		N.R.		38,000,000		5.20		0.96





K- CACIOTTA giugno
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		DATA		giorno		NRG		T DALL'INOCULO		meno1		meno2		meno3		meno4		meno5		meno6		meno7		pH1/1		pH1/2		pH1(medio)		aW1		conta		UFC/g		log		meno1		meno2		meno3		meno4		meno5		meno6		meno7		pH2/1		pH2/2		pH2(medio)		aW2		conta		UFC/g		log		meno1		meno2		meno3		meno4		meno5		meno6		meno7		pH3/1		pH3/2		pH3(medio)		aW3		conta		UFC/g		log

		17-Jun						T0																								0		0.00E+00		0.00																								0		0.00E+00		0.00																								0		0.00E+00		0.00

		18-Jun						T1																				5.23		0.9740		15,000		1.50E+04		4.18																				5.24		0.9710		10,000		1.00E+04		4.00																				5.24		0.9740		23,000		2.30E+04		4.36

		21-Jun						T4																								1,900		1.90E+03		3.28																								2,000		2.00E+03		3.30																								2,000		2.00E+03		3.30

		22-Jun						T5																				5.17		0.9670		820		8.20E+02		2.91																				5.17		0.9780		690		6.90E+02		2.84																				5.17		0.9700		810		8.10E+02		2.91

		23-Jun						T6																								<10		<10		0.00																								36		3.60E+01		1.56																								18		1.80E+01		1.26

		25-Jun						T8																				5.16		0.9730		0		0.00E+00		0.00																				5.15		0.9700		0		0.00E+00		0.00																				5.16		0.9700		0		0.00E+00		0.00E+00

		28-Jun						T11																								0		0.00E+00		0.00																								0		0.00E+00		0.00																								0		0.00E+00		0.00E+00

		29-Jun						T12																				5.22		0.9620		0		0.00E+00		0.00																				5.23		0.9620		0		0.00E+00		0.00																				5.22		0.9610		0		0.00E+00		0.00E+00
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K- CACIOTTA giugno

		DATA		giorno		NRG		T DALL'INOCULO		RICERCA CAMPY in 10g		NUM. LAB UFC/g		pH1/1		pH1/2		pH1(medio)		aW1		RICERCA CAMPY in 10g		NUM. LAB UFC/g		pH2/1		pH2/2		pH2(medio)		aW2		RICERCA CAMPY in 10g		NUM. LAB UFC/g		pH3/1		pH3/2		pH3(medio)		aW3		RICERCA C. jejuni in 10g		NUM. LATTOBACILLI UFC/g media		pH (media)		aW (media)

		17-Jun		giovedì		292835		T0		N.R.		24,000,000						5.32		0.9680		N.R.		26000000						5.29		0.9680		N.R.		26000000						5.28		0.9700		N.R.		25,000,000		5.30		0.97

		29-Jun		martedì		296215		T12		N.R.		47,000,000						5.18		0.9600		N.R.		35000000						5.21		0.9610		N.R.		31000000						5.21		0.9590		N.R.		38,000,000		5.20		0.96





K- CACIOTTA giugno
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CACIOTTA giugno

		



R1

R2

R3

tempo

aW

aW controllo negativo K- (caciotta)



		DATA		giorno		NRG		T DALL'INOCULO		meno1		meno2		meno3		meno4		meno5		meno6		meno7		pH1/1		pH1/2		pH1(medio)		aW1		conta		UFC/g		log		meno1		meno2		meno3		meno4		meno5		meno6		meno7		pH2/1		pH2/2		pH2(medio)		aW2		conta		UFC/g		log		meno1		meno2		meno3		meno4		meno5		meno6		meno7		pH3/1		pH3/2		pH3(medio)		aW3		conta		UFC/g		log

		17-Jun						T0

		18-Jun						T1																				5.23		0.9740		15,000		1.50E+04		4.18																				5.24		0.9710		10,000		1.00E+04		4.00																				5.24		0.9740		23,000		2.30E+04		4.36

		21-Jun						T4																								1,900		1.90E+03		3.28																								2,000		2.00E+03		3.30																								2,000		2.00E+03		3.30

		22-Jun						T5																				5.17		0.9670		820		8.20E+02		2.91																				5.17		0.9780		690		6.90E+02		2.84																				5.17		0.9700		810		8.10E+02		2.91

		23-Jun						T6																								<10		<10		0.00																								36		3.60E+01		1.56																								18		1.80E+01		1.26

		25-Jun						T8																				5.16		0.9730		0		0.00E+00		0.00																				5.15		0.9700		0		0.00E+00		0.00																				5.16		0.9700		0		0.00E+00		0.00E+00

		28-Jun						T11																								0		0.00E+00		0.00																								0		0.00E+00		0.00																								0		0.00E+00		0.00E+00

		29-Jun						T12																				5.22		0.9620		0		0.00E+00		0.00																				5.23		0.9620		0		0.00E+00		0.00																				5.22		0.9610		0		0.00E+00		0.00E+00
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CONTROLLI NEGATIVI (K-) 
RICOTTA

• Prodotta da un caseificio locale (CT1)

• Di produzione industriale (CT2)

Tempo RICERCA C. jejuni in 10g LATTOBACILLI UFC/g pH aW

T0 Assente 43 6,62 0,99
T13 Assente 560.000 6,44 0,99

Tempo RICERCA C. jejuni in 10g LATTOBACILLI UFC/g pH aW

T0 Assente <10 5,92 0,99
T13 Assente <10 5,96 0,99



RISULTATI pH 
RICOTTA

• V= max 1% peso alimento
• Inoculo per ambedue le prove  2*10^9 UFC/ml (9,30 log) 
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K- RICOTTA ago-set

		DATA		giorno		NRG		T DALL'INOCULO		RICERCA CAMPY in 10g		NUM. LAB UFC/g		pH1/1		pH1/2		pH1(medio)		aW1		RICERCA CAMPY in 10g		NUM. LAB UFC/g		pH2/1		pH2/2		pH2(medio)		aW2		RICERCA CAMPY in 10g		NUM. LAB UFC/g		pH3/1		pH3/2		pH3(medio)		aW3		RICERCA C. jejuni in 10g		NUM. LATTOBACILLI UFC/g media		pH (media)		aW (media)

		26-Aug		giovedì		302294		T0		N.R.		<10		5.922		5.930		5.93		0.9927		N.R.		<10		5.921		5.923		5.92		0.9935		N.R.		<10		5.918		5.919		5.92		0.9935		N.R.		<10		5.92		0.99

		8-Sep		mercoledì		304448		T13		N.R.		<10		5.973		5.972		5.97		0.9903		N.R.		<10		5.958		5.960		5.96		0.9907		N.R.		<10		5.959		5.963		5.96		0.9909		N.R.		<10		5.96		0.99
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7°C RICOTTA  ago-set
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4°C RICOTTA  ago-set

		DATA		giorno		NRG		T DALL'INOCULO		meno1		meno2		meno3		meno4		meno5		meno6		meno7		pH1/1		pH1/2		pH1(medio)		aW1		conta		UFC/g		log		meno1		meno2		meno3		meno4		meno5		meno6		meno7		pH2/1		pH2/2		pH2(medio)		aW2		conta		UFC/g		log		meno1		meno2		meno3		meno4		meno5		meno6		meno7		pH3/1		pH3/2		pH3(medio)		aW3		conta		UFC/g		log

		26-Aug		giovedì		302295		T0						50		6								5.937		5.933		5.94		0.9949		509,090.91		5.09E+05		5.71						44		3								5.940		5.936		5.94		0.9946		427,272.73		4.27E+05		5.63						73		9								5.940		5.939		5.94		0.9948		745,454.55		7.45E+05		5.87

		27-Aug		venerdì		302342		T1						49		4								5.976		5.970		5.97		0.9919		481,818.18		4.82E+05		5.68						64		4								5.979		5.971		5.98		0.9906		618,181.82		6.18E+05		5.79

		30-Aug		lunedì		302485		T4				9		0										5.982		5.988		5.99		0.9884		8,181.82		8.18E+03		3.91				13		1										5.988		5.990		5.99		0.9889		12,727.27		1.27E+04		4.10

		31-Aug		martedì		302603		T5				19		2										5.955		5.959		5.96		0.9854		19,090.91		1.91E+04		4.28				26		2										5.968		5.970		5.97		0.9960		25,454.55		2.55E+04		4.41

		1-Sep		mercoledì		302737		T6				16		0										5.965		5.975		5.97		0.9915		14,545.45		1.45E+04		4.16				11		0										5.959		5.973		5.97		0.9893		10,000.00		1.00E+04		4.00

		2-Sep		giovedì		302737		T7				27		0										5.973		5.978		5.98		0.9882		24,545.45		2.45E+04		4.39				21		1										5.965		5.965		5.97		0.9895		20,000.00		2.00E+04		4.30

		3-Sep		venerdì		303051		T8				16		0										6.001		5.997		6.00		0.9890		14,545.45		1.45E+04		4.16				15		1										5.992		5.998		6.00		0.9878		14,545.45		1.45E+04		4.16

		6-Sep		lunedì		304197		T11		<10														5.956		5.950		5.95		0.9891		0.00		0.00E+00		0.00		<10														5.954		5.955		5.95		0.9861		0.00		0.00E+00		0.00

		7-Sep		martedì		304280		T12		<10														5.964		5.964		5.96		0.9904		0.00		0.00E+00		0.00		<10														5.97		5.97		5.97		0.9901		0.00		0.00E+00		0.00

		8-Sep		mercoledì		304446		T13				8												5.971		5.971		5.97		0.9916		7,272.73		7.27E+03		3.86				3												5.97		5.97		5.97		0.9910		2,727.27		2.73E+03		3.44				4												5.974		5.961		5.97		0.9918		3,636.36		3.64E+03		3.56

		NB: da T7 non ho usato più il grindomix
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		DATA		giorno		NRG		T DALL'INOCULO		meno1		meno2		meno3		meno4		meno5		meno6		meno7		pH1/1		pH1/2		pH1(medio)		aW1		conta		UFC/g		log		meno1		meno2		meno3		meno4		meno5		meno6		meno7		pH2/1		pH2/2		pH2(medio)		aW2		conta		UFC/g		log		meno1		meno2		meno3		meno4		meno5		meno6		meno7		pH3/1		pH3/2		pH3(medio)		aW3		conta		UFC/g		log

		26-Aug		giovedì		302293		T0						50		6								5.937		5.933		5.94		0.9949		509,090.91		5.09E+05		5.71						44		3								5.940		5.936		5.94		0.9946		427,272.73		4.27E+05		5.63						73		9								5.940		5.939		5.94		0.9948		745,454.55		7.45E+05		5.87

		27-Aug		venerdì		302341		T1						34		2								5.968		5.967		5.97		0.9869		327,272.73		3.27E+05		5.51						71		5								5.970		5.968		5.97		0.9897		690,909.09		6.91E+05		5.84

		30-Aug		lunedì		302483		T4				29		5										5.962		5.955		5.96		0.9943		30,909.09		3.09E+04		4.49				18		0										5.970		5.968		5.97		0.9937		16,363.64		1.64E+04		4.21

		31-Aug		martedì		302602		T5				38		4										5.960		5.962		5.96		0.9854		38,181.82		3.82E+04		4.58				23		1										5.962		5.965		5.96		0.9960		21,818.18		2.18E+04		4.34

		1-Sep		mercoledì		302735		T6				32		0										5.946		5.952		5.95		0.9907		29,090.91		2.91E+04		4.46				23		0										5.955		5.952		5.95		0.9924		20,909.09		2.09E+04		4.32

		2-Sep		giovedì		302940		T7				26		2										5.977		5.974		5.98		0.9877		25,454.55		2.55E+04		4.41				28		1										5.971		5.971		5.97		0.9895		26,363.64		2.64E+04		4.42

		3-Sep		venerdì		303050		T8				17		1										5.981		5.987		5.98		0.9870		16,363.64		1.64E+04		4.21				21		0										5.981		5.989		5.99		0.9890		19,090.91		1.91E+04		4.28

		6-Sep		lunedì		304195		T11		<10														5.941		5.939		5.94		0.9855		0.00		0.00E+00		0.00		<10														5.946		5.949		5.95		0.9875		0.00		0.00E+00		0.00

		7-Sep		martedì		304278		T12				10												5.959		5.957		5.96		0.9855		9,090.91		9.09E+03		3.96				18												5.956		5.957		5.96		0.9896		16,363.64		1.64E+04		4.21

		8-Sep		mercoledì		304445		T13				7												5.931		5.932		5.93		0.9912		6,363.64		6.36E+03		3.80				10												5.935		5.931		5.93		0.9947		9,090.91		9.09E+03		3.96				4												5.931		5.932		5.93		0.9934		3,636.36		3.64E+03		3.56

		NB: da T7 non ho usato più il grindomix
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RICOTTA
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RISULTATI CT1 NUMERAZIONE 
C. jejuni RICOTTA
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RISULTATI CT2 NUMERAZIONE 
C. jejuni RICOTTA



CONTROLLI NEGATIVI (K-) 
LATTE

Tempo RICERCA C. jejuni in 10ml LATTOBACILLI UFC/ml pH

T0 Assente <10 6,76

T4 Assente <10 6,76



RISULTATI pH 
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RISULTATI NUMERAZIONE 
C. jejuni LATTE
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• V= max 1% peso alimento



DISCUSSIONI DEI RISULTATI: 
NUMERAZIONE C. jejuni (LOG10)

CACIOTTA RICOTTA CT1 RICOTTA CT2 LATTE

14°C 4°C 7°C 4°C 7°C 4°C 7°C

durata 8 giorni 14 giorni 14 giorni 14 giorni 14 giorni 5 giorni 5 giorni

T0 / 5,84 6,81 5,74 5,74 5,95 5,95

T4 3,29 5,64 5,83 4,35 4,01 4,92 4,95

T FINE <10 4,80 3,59 3,77 3,62 4,92 4,95

T0 - T FINE / -1,05 -3,22 -1,96 -2,12 -1,03 -1,00



Ricerca di forme vitali di Campylobacter 
spp. in matrici alimentari ottenute da 

ruminanti mediante qPCR
Nell’analisi diretta con qPCR è fondamentale
distinguere le forme vitali da quelle non vitali per 
definire la sicurezza igienica degli alimenti.

Forme rilevabili mediante qPCR su DNA:
• Forme vitali capaci di accrescersi in mezzi colturali;
• Forme vitali non coltivabili (VBNC);
• Cellule integre ma non vitali (membrana non funzionale)



EMA,
Ethidium bromide 
monoazide 

PMA,
Propidium 
monoazide 

INTERCALANTI DEL DNA

Azione degli 
intercalanti del 
DNA



ESEMPIO DI APPLICAZIONE A CAMPIONI DI LATTE INTERO

• Centrifugazione di 25 ml di latte intero ed eliminazione del 
surnatante (il grasso va rimosso con un cucchiaio sterile)

• Trasferimento in provetta tipo eppendorf
• Centrifugazione
• Eliminazione di grasso e particelle più grosse con tre 

lavaggi consecutivi con tampone fosfato (PBS) pH 7.4 
sterile

• Risospensione in 1 ml di PBS, aggiunta dell’intercalante ed 
incubazione al buio per 15 min

• Esposizione alla luce (faro alogeno da 500 – 750 W o faro 
led da 70 W) per 15 min 

• Nuova centrifugazione, rimozione del surnatante, aggiunta 
di tamponi di lisi e reagent per precipitare il DNA

• Estrazione del DNA con kit commerciale



Analisi di campioni reali per
Campylobacter spp. vitali

• I campioni di latte erano stati analizzati secondo la norma 
UNI EN ISO 10272-2:2017, 5 colonie per campione sono 
state isolate e identificate mediante il test di PCR: NESSUN 
POSITIVO

• Testati tre ceppi di C. jejuni per numerazione secondo UNI 
EN ISO 10272-2:2017 e rilevamento con EMA-qPCR:

• evidente variabilità tra ceppi;
• evidente vantaggio dell’uso di EMA-qPCR nel rilevare 

VBNC di C. jejuni 11218 e C. jejuni M1 in latte 

Efficienza della EMA-qPCR per rilevare e quantificare forme 
vitali di Campylobacter spp. in latte nettamente superiore a 
conta vitale.



CONCLUSIONI
• Nei casi di ricotta e latte da noi testati come modelli, 

durante i CT e fino alla fine, concentrazioni di C. jejuni 
che rappresentano ancora un rischio per la salute del 
consumatore (dose infettante = 500 UFC/180ml latte)

• Nel caso della caciotta, questo rischio è rimasto tale fino 
all’ottavo giorno dall’inoculo, trascorsi i quali anche la 
ricerca di C. jejuni ha dato esito negativo  interruzione 
del CT.

Robinson, D. A. (1981). Infective dose of Campylobacter jejuni in milk. British medical journal (Clinical 
research ed.), 282(6276), 1584.
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