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ABSTRACT Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) is the etiologic agent of 
paratuberculosis. The disease affects cows and other ruminants and causes high economic 
losses, mainly for dairy production. MAP may also have a role in the development of Crohn’s 
disease in humans. Infected animals shed viable MAP with milk and faeces and humans may 
assume MAP via the consumption of contaminated milk and dairy products. Current methods 
of milk pasteurization are not sufficient to kill all MAP cells present in milk and MAP has 
been found in raw or pasteurized milk and isolated from cheese. The aim of this paper is to 
review the current knowledge about MAP in dairy production. We analyzed studies on milk 
contamination, effect of pasteurization and methods for identification of MAP that can be 
applied to dairy products. 
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INTRODUZIONE 

La paratubercolosi è una malattia infettiva del 
bovino, dell’ovino e di alcuni ruminanti selvati-
ci, conosciuta anche come Malattia di Johne o 
Mal del Canale. Si tratta di un’enterite granu-
lomatosa infettiva ad andamento cronico e pro-
gressivo con conseguente diarrea e grave deca-
dimento delle condizioni generali dell’animale. 
L’agente eziologico della malattia è Mycobacte-
rium avium susp. paratuberculosis (MAP). Co-
me tutti i micobatteri è acido-alcol resistente, 
molto resistente al calore, ai disinfettanti e agli 
agenti ambientali e rimane infettante a lungo 
anche nel terreno. Il MAP è inoltre un patogeno 
intracellulare obbligato a causa della sua inca-
pacità a produrre micobactina. 
La paratubercolosi, nel comparto lattiero casea-
rio, viene considerata una patologia particolar-
mente importante dal punto di vista economico, 
a causa delle perdite che comporta nella produ-
zione del latte e quindi nell’economia comples-
siva delle aziende (6; 7; 28; 42). Studi svolti ne-
gli Stati Uniti (14; 54) evidenziano che le perdi-
te annuali dovute alla paratubercolosi si atte-
stano, negli USA, tra i 200 e i 250 milioni di dol-
lari. Monitoraggi sierologici effettuati a livello 
internazionale stimano che il 7-40% degli alle-

vamenti sia infetto(45; 53; 78) e, secondo Stabel 
(66), il 40% circa delle mandrie di vacche da lat-
te ne è affetto. Nielsen et al. (49, 50) hanno ese-
guito uno studio sierologico su latte di massa 
proveniente da 6 differenti zone della Danimar-
ca ed hanno riscontrato anticorpi per MAP in 
423 (47%) dei 900 campioni esaminati .. La pre-
valenza della paratubercolosi negli allevamenti 
europei è stimata tra il 7% e il 55%, mentre in 
quelli australiani si attesta tra il 9% e il 22% 
(45). Per quanto riguarda la prevalenza della 
paratubercolosi in Italia, in bibliografia sono 
presenti i dati relativi ad alcuni studi condotti 
in diverse regioni del Paese. La prevalenza sti-
mata negli allevamenti della Lombardia è risul-
tata essere, in uno studio del 2003, del 19,2%, 
mentre i capi sieropositivi sono risultati il 2,6% 
(2). In uno studio condotto nel 2004 in una zona 
pedemontana della Lombardia, da Liandris et 
al. (43), gli allevamenti con almeno un animale 
positivo sono risultati essere il 76,5%. Nel Lazio 
la prevalenza è risultata essere del 35% (44), 
nel Veneto del 26.7% (58). La disomogeneità tra 
i risultati ottenuti dai differenti autori è impu-
tabile ai diversi protocolli sperimentali utilizza-
ti nonché a differenti strumenti statistici impie-
gati nell’elaborazione dei dati. 
Oltre alle notevoli perdite economiche, MAP sta 
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acquisendo interesse per una sua possibile cor-
relazione eziologica con il morbo di Crohn 
dell’uomo, correlazione a lungo sospettata, ma 
che ancora non è stata dimostrata. Il morbo di 
Crohn è una patologia infiammatoria cronica 
dell’apparato digerente, la cui eziologia non è 
stata ancora del tutto chiarita, che colpisce pre-
valentemente soggetti giovani tra i 15 e i 25 an-
ni e che ha in comune con la paratubercolosi sia 
i principali segni clinici, rappresentati da perdi-
ta di peso e diarrea, che i reperti anatomo-
patologici, ossia il prevalente interessamento 
dell’ileo e la presenza di infiammazioni granu-
lomatose (13; 36). La presenza di MAP 
nell’intestino è stata riscontrata nel 52-92% di 
pazienti affetti da morbo di Crohn e nel 5-26% 
dei casi controllo tramite analisi in PCR (4; 10). 
Numerose però sono anche le differenze tra le 
due patologie e per questo motivo l’opinione dei 
gastroenterologi rimane ancora divisa sul ruolo 
che MAP potrebbe avere nell’eziologia della ma-
lattia dell’uomo. Attualmente, una delle ipotesi 
è che il morbo di Crohn avrebbe un’eziologia 
multifattoriale, con una certa predisposizione 
genetica, influenzata da fattori esterni e da fat-
tori legati all’ospite. Sarebbe dunque l’insieme 
di questi fattori ad indurre un deficit della fun-
zione immunitaria della mucosa (12) che è alla 
base della patogenesi del morbo di Crohn. Ad 
oggi si può affermare con certezza l’esistenza di 
una associazione tra MAP e morbo di Crohn ma 
non necessariamente un rapporto di causa-
effetto (35). 

ELIMINAZIONE DI MAP 
ATTRAVERSO IL LATTE 

E’ noto che MAP può essere isolato dal latte di 
vacche clinicamente affette da paratubercolosi 
(17; 65; 77). E’ probabile che MAP sia presente 
nei monociti, abbondanti nel latte, ma anche a 
livello extracellulare. Lavori recenti dimostra-
no, inoltre, che MAP può essere isolato dal latte 
di vacche che non mostrano segni clinici riferibi-
li a paratubercolosi, ma che in realtà albergano 
un’infezione subclinica (22). Sweeney et al. (75) 
hanno isolato MAP dal latte del 19% di vacche 
senza segni clinici che eliminavano grandi 
quantità del microrganismo con le feci e dal lat-
te del 5% di vacche senza segni clinici che eli-
minavano MAP attraverso le feci con frequenza 
bassa o intermedia. Streeter et al. (73) hanno 
esaminato colostro e latte di vacche asintomati-
che che risultavano positive alla coltura delle 
feci; MAP è stato isolato dal 22,2% dei campioni 
di colostro e dall’8,3% dei campioni di latte ana-
lizzati e l’eliminazione con il colostro è risultata 
più frequente nelle vacche che presentavano 
elevata eliminazione fecale. 
La eliminazione di MAP nel latte è correlata al 

livello di sieroprevalenza nella mandria: una 
maggior percentuale di campioni di latte prove-
nienti da mandrie con un alto livello di siero-
prevalenza è risultata positiva (46,7%) rispetto 
a quella dei campioni provenienti da mandrie 
con livelli di sieroprevalenza moderati o bassi 
(10,8% e 4,4% rispettivamente) (3). Dovrebbe, 
inoltre, essere sottolineato che l’effettuazione di 
campionamenti ripetuti determina un aumento 
di risultati positivi (3), in quanto l’eliminazione 
di MAP col latte può essere intermittente (48). 
Ad ogni modo, le informazioni sull’entità della 
contaminazione da MAP nel latte sono scarse. 
Giese e Ahrens (27) riportano che una vacca che 
presenta segni clinici di malattia elimina col 
latte meno di 100 UFC/ml, mentre un animale 
asintomatico può eliminare 2-8 UFC/50 ml di 
latte (75). A causa delle difficoltà legate alla 
conta di MAP con metodi colturali, è comunque 
verosimile che questi dati siano sottostimati 
(31). 

CONTAMINAZIONE DA MAP DEL 
LATTE DI MASSA 

La presenza di MAP nel latte di massa è dovu-
ta, in larga misura, a contaminazione fecale. La 
maggior fonte di contaminazione da MAP nel 
latte è considerata la contaminazione fecale dei 
capezzoli (67; 73; 75). Ne consegue che un ruolo 
fondamentale per ridurre la contaminazione è 
svolto dall’applicazione di corrette prassi igieni-
che a livello di azienda di produzione primaria. 
La portata della contaminazione fecale del latte 
da parte di MAP, essendo strettamente legata 
alla quantità di MAP eliminata con le feci e alle 
condizioni igieniche dell’allevamento, è difficil-
mente prevedibile (3). Considerando che poten-
zialmente l'eliminazione di MAP con le feci può 
essere elevata, il latte di una singola bovina può 
contenere ben oltre le 100 UFC/ml citate in pre-
cedenza. Tuttavia la miscelazione del latte con-
taminato con latte proveniente da vacche non 
infette determina un effetto diluizione tale per 
cui il latte di massa risulta contaminato solita-
mente a livelli molto bassi. La natura casuale 
della contaminazione fecale fa sì che il livello di 
contaminazione di MAP nel latte di massa di 
aziende infette sia soggetto a variazioni conti-
nue (68). Herthnek et al. (40) hanno verificato 
la correlazione tra la presenza di MAP nel latte 
di massa, ricercato attraverso l’uso della PCR, e 
la presenza di MAP in campioni di feci prelevati 
dall’ambiente, messa in evidenza attraverso la 
tecnica colturale. Su 56 allevamenti di vacche 
da latte coinvolti nello studio, il 68% è risultato 
positivo alla coltura ambientale, mentre il 30% 
è risultato positivo alla PCR sul latte di massa. 
Gli autori sottolineano come, benché MAP possa 
essere presente direttamente nel latte o essere 
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contaminato durante la mungitura, nel latte di 
massa viene rilevato in basse concentrazioni, 
sia per l’effetto diluizione sia grazie alle generi-
che misure di igiene messe in atto nelle aziende. 
Per questo motivo la concentrazione di MAP nel 
latte può spesso essere inferiore al limite anali-
ticamente rilevabile. 
Per quanto riguarda i dati bibliografici relativi 
alla prevalenza di MAP nel latte di massa, uno 
studio effettuato in Svizzera da Stephan et al. 
(71) ha evidenziato che, su 501 campioni esami-
nati, 112 (22,4%) sono risultati positivi alla ri-
cerca di MAP. Risultati analoghi sono stati ot-
tenuti, in uno studio effettuato, sempre in Sviz-
zera, da Corti et al. (15), che hanno riscontrato 
273 positività (19,7%) su 1384 campioni di latte 
presi in esame.. Grant (32), su un totale di 244 
campioni di latte di massa nel Regno Unito, ha 
riscontrato la presenza di MAP nel 7,8% dei 
campioni, mentre Haghkhah (37) ha rinvenuto 
la presenza di MAP nell’11% delle 110 aziende 
controllate in Iran. 
Appare importante sottolineare che la valuta-
zione della presenza della contaminazione e la 
quantificazione di MAP nel latte di massa può 
fornire informazioni per definire il livello di 
esposizione umana attraverso il consumo di lat-
te. 

EFFICACIA DEI TRATTAMENTI 
TERMICI 

Nella tabella 1 (35) sono riepilogati i risultati di 
numerosi studi, effettuati negli ultimi 10 anni, 
relativamente alla resistenza di MAP alla pa-
storizzazione. La sopravvivenza di un basso 
numero di MAP dopo la pastorizzazione è stata 
osservata, fino ad ora, nella maggior parte degli 
studi riguardanti sia latte contaminato artifi-
cialmente (11 studi su 14) che naturalmente 
contaminato (6 studi su 9). Secondo Grant (35) 
la causa del mancato isolamento di MAP vitali 
da latte dopo il trattamento termico, evidenzia-
to in alcuni studi, è da imputare a fattori come 
la quantità del latte testato, l’applicazione della 
decontaminazione chimica prima della cultura, 
che riduce la vitalità dei microrganismi, e il 
momento in cui sono stati effettuati i test (im-
mediatamente dopo l’applicazione del calore o 
dopo lo stoccaggio a temperatura di refrigera-
zione). Secondo altri autori, invece, i risultati 
ottenuti dagli studi di laboratorio che dimostra-
no sopravvivenza di MAP alla pastorizzazione 
non sono rappresentativi rispetto alle caratteri-
stiche che presenta il latte comunemente in 
commercio, essendo le variabili, come il numero 
di MAP presenti prima del trattamento termico, 
i sistemi utilizzati per la pastorizzazione e il vo-
lume di latte testato, molto diverse da quelle 
che si presentano nella pratica (11; 68). La pre-

senza di MAP vitali nel latte pastorizzato è sta-
ta rilevata però anche da studi colturali effet-
tuati su latte contaminato naturalmente e trat-
tato termicamente secondo le comuni tecniche 
commerciali (33). Per questo motivo inizia ad 
essere accettata la possibilità che MAP possa, 
occasionalmente, sopravvivere alla pastorizza-
zione High Temperature-Short Time (HTST). I 
fattori che favoriscono la sopravvivenza di MAP 
alla pastorizzazione, ad ogni modo, non sono 
ancora stati chiariti. Sebbene debba essere pre-
sa in considerazione la possibilità che le colture 
positive possano essere la conseguenza di una 
pastorizzazione inadeguata o di una contamina-
zione post-processo del latte, negli studi effet-
tuati alla Queen’s University di Belfast tutte le 
indicazioni fanno ragionevolmente pensare che i 
MAP isolati ottenuti da latte pastorizzato siano 
realmente sopravissuti al trattamento. Infatti, 
tutti i campioni di latte analizzati sono risultati 
negativi al test della fosfatasi e la possibilità di 
una contaminazione post-processo è ritenuta 
improbabile dagli autori dello studio (33). Il 
numero di MAP vitali nel latte dopo pastorizza-
zione HTST è in generale molto basso. Grant 
(32) ha eseguito una ricerca su latte pastorizza-
to reperibile in commercio ed ha riscontrato va-
lori di contaminazione pari a 4–20 UFC/50 ml. 
In questo studio non è stato possibile stabilire 
quale sia stata la riduzione logaritmica di MAP 
apportata dal trattamento termico poiché non 
se ne conosceva la sua concentrazione iniziale. 
E’ importante comunque mettere in evidenza 
che le conseguenze sulla salute pubblica per 
bassi livelli di MAP eventualmente presenti nel 
latte di vacca pastorizzato che può venire con-
sumato da individui suscettibili (cioè genetica-
mente predisposti e/o immunocompromessi) ri-
mangono incerte (35). 
Studi effettuati nel Regno Unito dimostrano 
che, aumentando il tempo di pastorizzazione a 
25 secondi a 72°C, si determinerebbe una effet-
tiva inattivazione di un alto numero di MAP 
inoculati nel latte crudo rispetto a quelli inatti-
vati da un trattamento a 72°C per 15 secondi, 
che era il limite normativo nel Regno Unito. 
Come diretto risultato di questi studi la mag-
gior parte degli stabilimenti del settore lattiero 
caseario nel Regno Unito ha volontariamente 
modificato i parametri di pastorizzazione e, dal-
la metà del 1998, ha iniziato a pastorizzare il 
latte per 25 secondi. Quest’azione è stata intra-
presa con la speranza di assicurare una comple-
ta inattivazione dei MAP eventualmente pre-
senti nel latte crudo (33).  
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METODI ANALITICI PER LA 
RILEVAZIONE DI MAP NEL 
LATTE 

La presenza di MAP può essere messa in evi-
denza attraverso l’utilizzo di metodi di analisi 
diretti e/o indiretti. 

Metodi indiretti 
Il metodo ELISA è stata l’unica procedura siero-
logica utilizzata per rilevare la presenza di an-
ticorpi nel latte. I risultati ottenuti attraverso il 
metodo ELISA sono spesso basati su un com-
promesso tra sensibilità e specificità (26). Per-
mane a tutt'oggi la problematica legata alla 
cross–reattività tra anticorpi che si può verifi-
care quando gli animali vengono a contatto con 
micobatteri di altre specie. Il vantaggio maggio-
re di questo metodo è rappresentato dal costo 
relativamente basso e dalla sua rapidità. Il 
maggior svantaggio è invece rappresentato dal 
fatto che alla presenza di MAP nel latte non 
corrisponde necessariamente la presenza di an-
ticorpi (64). 

Metodi diretti 
Rilevamento di MAP attraverso l’esame coltura-
le. 
Il metodo colturale, su qualunque matrice, è 
considerato il “gold standard” per il rilevamento 
di MAP. Sebbene l’uso sia molto diffuso, le tec-
niche di coltivazione non sono standardizzate e 
l’abilità dei differenti laboratori varia notevol-
mente. Un aspetto riconosciuto come critico nei 
metodi colturali è la preparazione del campione. 
L’approccio più comune per l'isolamento o la ri-
levazione di MAP nel latte è basato sulla centri-
fugazione di una grande quantità di latte e 
sull’utilizzazione, per la ricerca, del sedimento 
e/o della crema (7; 53; 59; 76). Dopo la centrifu-
gazione del latte, nel sedimento può essere rin-
venuto più del 69,4% delle cellule di MAP, men-
tre nella crema e nel siero se ne ritrovano, ri-
spettivamente, il 13% e il 17.6% (29). 
Le modalità riportate dai differenti autori per la 
centrifugazione del latte crudo vaccino sono va-
riabili: il volume del latte centrifugato è com-
preso generalmente tra 40 e 50 ml, ad eccezione 
di alcuni studi in cui sono riportati valori più 
bassi (da 1 a 18 ml) o più alti (da 100 a 250 ml). 
La durata della centrifugazione varia general-
mente tra i 15 e i 30 minuti, sebbene siano ri-
portati anche tempi di 10, 20 o anche 60 minuti. 
La forza di centrifugazione è generalmente infe-
riore a 9000 g; in rare occasioni sono state usate 
centrifughe a 14000 e 41000 g. 
La decontaminazione dei campioni di latte è un 
passaggio necessario per l’isolamento di MAP 
dal latte crudo, ma non è richiesto quando si 

analizza latte pastorizzato poiché, in questo ca-
so, la possibilità di crescita di altri microrgani-
smi è molto bassa. I metodi per eliminare selet-
tivamente la flora contaminante sono fattori 
utili ad assicurare un’alta sensibilità nel rile-
vamento di MAP. Il latte crudo solitamente con-
tiene un elevato livello di contaminanti e la 
scelta del passaggio della decontaminazione 
chimica è importante per recuperare con suc-
cesso MAP (18). 
Il cloruro di cetilpiridino monoidrato (HPC) è la 
sostanza decontaminante più utilizzata, più co-
nosciuta e meno dannosa per MAP, ma anche la 
più efficiente per eliminare altri microrganismi. 
La decontaminazione dura, generalmente, 4 o 5 
ore ma può essere prolungata anche per una 
notte. L’utilizzo di HPC per periodi di tempo ec-
cessivi, a temperature maggiori della tempera-
tura ambiente o in associazione con antibiotici 
può comportare un decremento dell’effettiva ca-
rica di MAP presente nel campione (24). 
La coltivazione convenzionale di MAP richiede 
terreni arricchiti, solidi o liquidi, con aggiunta 
di Mycobatin J. I terreni solidi comunemente 
usati sono l’Herrold’s Egg Yolk Medium 
(HEYM), il Lowenstein-Jensen agar (LJ) e il 
Middlebrook agar. Questi terreni risultano in 
grado di supportare la crescita di MAP, ma nes-
suno di questi sembra essere in grado di sup-
portare la crescita di tutti i ceppi. Secondo al-
cuni autori, per isolare tutti i ceppi si dovrebbe-
ro utilizzare i terreni in parallelo (16). 
L’incubazione avviene a 37°C e le colonie, in al-
cuni casi, sono visibili dopo 4 settimane, più 
frequentemente dopo 10 – 16 settimane. E’ stato 
gradualmente dimostrato che la sensibilità di 
questi metodi dipende in larga misura dal modo 
in cui viene preparato l’inoculo per la semina 
nel terreno di coltura e dall’assenza di contami-
nazione del campione (64). 
Tra i metodi di coltura liquidi si annoverano il 
sistema BACTEC e il sistema MGIT. Il sistema 
BACTEC si basa sulla misurazione radiometri-
ca della CO2 radioattiva formatasi dalla meta-
bolizzazione da parte del MAP del carbonio ra-
dioattivo fornitogli con il terreno. Il sistema è 
uno dei metodi di coltura più sensibili, ma è po-
co usato a causa della necessità di utilizzare 
materiale radioattivo. Il sistema MGIT utilizza 
un sistema a fluorescenza che quantifica il con-
sumo o la riduzione dell’O2 da parte di MAP. 
Negli ultimi anni è stato adattato alla ricerca di 
MAP il test FASTPlaqueTB (Biotec Laborato-
ries Limited, Ipswich, UK), basato sull’abilità 
del micobatteriofago D29 di replicarsi solo 
all’interno di cellule di Mycobacterium spp. vita-
li e di portare alla lisi delle stesse. Il risultato è 
visibile tramite la formazione di placche sul 
mezzo di coltura entro 24-48 ore e viene espres-
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so in Unità Formanti Placca (UFP)/ml (60; 23). 
La sensibilità dimostrata da questo metodo ri-
sulta più bassa di 1 o 2 log10 rispetto alla sensi-
bilità della coltura su HEYM (1). Questi metodi 
richiedono inoltre un’ulteriore conferma attra-
verso l’uso di una specifica PCR (70). 
Metodi di rilevamento mediante Polimerase 
Chain Reaction (PCR) 
Una delle maggiori difficoltà che s’incontrano 
nel lavorare con MAP è legata alla sua lenta 
crescita e la sua tendenza a formare aggregati, 
rendendo problematica la conta delle colonie. 
Per superare le difficoltà associate ai metodi di 
coltura tradizionali, alcuni laboratori hanno 
iniziato ad utilizzare moderne tecniche biomole-
colari per individuare la presenza di MAP in di-
versi substrati (47; 30; 51; 38). La PCR classica, 
nei lavori presenti in letteratura (27; 41; 76), ha 
come obiettivo l'amplificazione della sequenza 
IS900. Attualmente la metodica PCR più utiliz-
zata per la ricerca di MAP è la Real Time PCR 
(64), che presenta numerosi vantaggi rispetto 
alla PCR classica (59; 63): maggiore sensibilità, 
elevata specificità, grazie all’uso delle sonde 
(probes), possibilità di quantificazione, analisi 
di un maggior numero di campioni, gestione dei 
dati più facile e più veloce. 
La PCR è un metodo rapido e sensibile per 
l’individuazione di MAP nel latte, della quale 
sono state descritte diverse varianti. Quasi tutti 
i protocolli PCR hanno come obiettivo la se-
quenza IS900, che è stata accettata come un 
marker standard per MAP (64; 15; 40; 71; 25; 
52; 59; 62). Tuttavia, l’analisi dei genomi di al-
tre specie di micobatteri ha rivelato che sono 
presenti sequenze altamente omologhe alla 
IS900 di MAP (21). Per dimostrare 
l’attendibilità dell’individuazione di MAP attra-
verso la PCR devono quindi essere valutati altri 
elementi genetici specifici di MAP. Fino ad oggi, 
come sequenze target alternative, sono stati uti-
lizzati l’elemento F57, l’elemento HspX, presen-
ti in singola copia nel genoma di MAP, e 
l’elemento ISMav2, presente in tre coppie (57; 
19; 74, 61). Nello specifico, il primer hspX per-
mette di amplificare la porzione di una proteina 
specifica di MAP, la cui espressione aumenta in 
caso di shock termico (heat shock-like protein) e 
per questo motivo può essere utilizzato sola-
mente nella ricerca di MAP nel latte trattato 
termicamente (20). La sequenza IS900 è pre-
sente nel genoma di MAP in un numero di copie 
variabile tra 12 e 18 (9; 55). Per questa ragione 
la ricerca della sequenza IS900 permette di 
identificare MAP con una maggior sensibilità 
rispetto alle metodiche che ricercano sequenze 
presenti in singola copia come F57 (57). Il van-
taggio della ricerca della sequenza F57 è rap-
presentato dalla sua rigorosa unicità in MAP e 

dalla capacità di quantificare il numero di MAP 
presenti tramite la quantificazione del numero 
di copie presenti nel campione (39; 76). 
L’individuazione di sequenze diverse da IS900, 
dunque, potrebbe non fornire una sensibilità 
elevata, ma è meno incline a dare falsi positivi 
ed è molto più accurata allo scopo della quanti-
ficazione. Lo svantaggio dei metodi PCR at-
tualmente utilizzati per l’individuazione di 
MAP nel latte è dato dal fatto che non è possibi-
le distinguere tra i micobatteri vitali e quelli 
non vitali presenti nel campione (64). 
Per quanto riguarda la sensibilità della PCR, i 
dati riportati in bibliografia sono molto differen-
ti e difficilmente confrontabili, a causa delle non 
standardizzate metodiche di trattamento dei 
campioni. Sharma et al. (62) affermano che la 
sensibilità della metodica PCR, per il latte, è 
risultata significativamente bassa, definendo, 
invece, moderatamente sensibile l'ELISA e al-
tamente sensibili le metodiche colturali. Giese e 
Ahrens (27) riportano che la PCR nel latte cru-
do di vacca può individuare MAP, ma che il me-
todo colturale risulta più sensibile. Stabel et al. 
(69) riportano che la PCR è altamente sensibile 
e specifica per il latte bovino. Altri autori (56) 
riportano che la ricerca, attraverso la PCR, del-
la sequenza IS900 è più sensibile dei metodi 
culturali. Buergelt e Williams (8) affermano che 
sia il metodo colturale che la PCR IS900 posso-
no individuare MAP quando è presente alla 
concentrazione di 10-100 UFC/ml. Millar (46) 
ha messo a punto una metodica PCR che ha 
come limite di individuazione 1 microrganismo 
per reazione con il primer IS900 e 20 microrga-
nismi per reazione con il primer HspX. Slana et 
al. (63) hanno sviluppato una metodica duplex 
real time qPCR specifica per la ricerca di MAP. 
Questa metodica amplifica l’elemento IS900 per 
le analisi qualitative e la singola copia F57 per 
le analisi quantitative. La sensibilità del test, 
ottenuta tramite una contaminazione sperimen-
tale, risulta essere di 83 cellule di MAP per ml 
tramite la ricerca di F57 e di circa 5-6 cellule di 
MAP per ml tramite la ricerca di IS900. 
 Uno dei principali fattori influenzanti la sensi-
bilità dell’analisi del latte in PCR è sicuramente 
la preparazione del campione. Grant et al. (30) 
hanno messo a confronto i risultati ottenuti pro-
cedendo direttamente con la real time PCR 
IS900 con quelli ottenuti facendo precedere alla 
real time PCR IS900 una ImmunoMagnetic Se-
paration (IMS). L’IMS è una tecnica che consen-
te la cattura selettiva delle cellule di MAP tra-
mite l’utilizzo di biglie metalliche ricoperte da 
anticorpi specifici per MAP. La real time PCR 
diretta è stata in grado di rilevare un minimo di 
105 UFC/50 ml di latte artificialmente contami-
nato (circa 2000 UFC/ml), mentre l’IMS-real 
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time PRC ha rilevato un minimo di 103 UFC/50 
ml di latte artificialmente contaminato (circa 20 
UFC/ml). Stratmann et al. (72) hanno messo a 
punto una Peptide-mediated Magnetic Separa-
tion (PMS), tecnica che sfrutta lo stesso princi-
pio dell’IMS, utilizzando, al posto degli anticor-
pi, una miscela 50:50 dei due peptidi aMp3 e 
aMptD. Dopo la PMS, la real time PCR ISmav2 
ha rilevato una concentrazione di MAP pari a 
101 UFC/ml di latte artificialmente contamina-
to. Gao et al. (25) hanno preso in esame i fattori 
che influenzano la rilevazione di MAP dal latte 
crudo attraverso la PCR e le loro interazioni. Il 
trattamento termico, l’utilizzo come substrato 
per l’isolamento di un pool composto dal sedi-
mento e dalla crema e il trattamento attraverso 
l’HPC migliorano significativamente la rileva-
zione di MAP attraverso la PCR, mentre invece 
il lavaggio del sedimento prima dell’estrazione 
del DNA non ha dato buoni risultati. Il limite di 
rilevazione, utilizzando questa tecnica ottimiz-
zata, è stato stimato in 15-50 UFC in 50 ml, o ≤ 
1 UFC/ml. Rodriguez-Làzaro et al. (59) hanno 
utilizzato la metodica real time PCR per la ri-
cerca di MAP nell’acqua e nel latte. Effettuando 
la centrifugazione del campione prima dell'am-
plificazione il test è stato in grado di identifica-
re 102 cellule di MAP in 20 ml di acqua conta-
minata artificialmente. Attraverso un pretrat-
tamento enzimatico e detergente del campione, 
prima della centrifugazione e dell’estrazione 
degli acidi nucleici, il test è stato in grado di ri-
levare costantemente 102 MAP in 20 ml di latte 
parzialmente scremato contaminato artificial-
mente. Herthnek et al. (40) hanno messo a pun-
to una metodica per ricercare MAP nel latte di 
massa attraverso l’utilizzo della real time PCR. 
Il sedimento e la crema sono stati riuniti in un 
pool e sottoposti a digestione enzimatica e di-
struzione meccanica, infine il DNA è stato 
estratto mediante automated magnetic bead se-
paration. La sensibilità analitica è stata valuta-
ta in 100 organismi per ml di latte che, secondo 
Herthnek, corrisponde a circa 1-10 UFC/ml, da-
ta la tendenza di MAP a formare aggregati. 
La possibilità di rilevare la contaminazione da 
MAP nei prodotti lattiero-caseari è migliorata 
negli ultimi 30 anni ma, per definire se questa 
contaminazione possa essere causa 
dell’insorgenza della malattia nell’uomo, è ne-
cessario disporre di test diagnostici sensibili. Le 
tecniche di coltura sono limitanti a causa dei 
loro costi e del lungo tempo necessario ad avere 
i risultati e non possono essere quindi valide ai 
fini diagnostici. Le tecniche molecolari, basate 
sulla PCR, stanno diventando uno strumento 
valido ai fini diagnostici, grazie alla loro rapidi-
tà e al loro basso costo. E’ comunque necessaria 
una standardizzazione delle tecniche di prepa-

razione dei campioni al fine di rendere ripetibile 
la sensibilità analitica della PCR. 

CONCLUSIONI 

La diffusione della paratubercolosi negli alle-
vamenti di bovini da latte è stimata a livello in-
ternazionale tra il 7-55% degli allevamenti. In 
Europa è stato evidenziato che nel 47% dei 
campioni di latte di massa sono presenti anti-
corpi per MAP. Negli studi riguardanti il nostro 
Paese la prevalenza degli allevamenti infetti si 
attesta tra il 19,2 e il 76,5%: questa grande va-
riabilità è dovuta ai differenti metodi di cam-
pionamento e di rilevazione utilizzati per indi-
viduare gli allevamenti positivi.  
MAP può essere eliminato da vacche infette at-
traverso il latte ma le informazioni sull’entità 
della contaminazione da MAP nel latte sono 
scarse. Si stima che una vacca che presenta se-
gni clinici di malattia elimini col latte meno di 
100 UFC/ml, mentre un animale asintomatico 
può eliminare 2-8 UFC/50 ml di latte. La pre-
senza di MAP nel latte di massa è dovuta, in 
larga misura, a contaminazione fecale e la por-
tata della contaminazione fecale del latte, es-
sendo strettamente legata alla quantità di MAP 
eliminata con le feci e alle condizioni igieniche 
dell’allevamento, è difficilmente prevedibile. 
Considerando che potenzialmente l'eliminazione 
di MAP con le feci può essere elevata, il latte di 
una singola bovina potrebbe contenere ben oltre 
le 100 UFC/ml.  
Gli studi sulla presenza di MAP nel latte di 
massa evidenzianoi campioni analizzati sono 
contaminati in percentuali oscillanti tra il 7,8% 
e il 22,4% e sembra ormai accettata la possibili-
tà che MAP possa, occasionalmente, sopravvi-
vere alla pastorizzazione HTST quando la con-
taminazione da MAP è elevata (>103 UFC/ml) 
mentre la pastorizzazione LTLT sembra più ef-
ficace nel ridurre cariche elevate di MAP. I fat-
tori che favoriscono la sopravvivenza di MAP 
alla pastorizzazione, ad ogni modo, non sono 
ancora stati chiariti. Le stime sul numero di 
MAP vitali presenti nel latte in seguito alla pa-
storizzazione HTST sono in generale molto bas-
se (4–20 UFC/50 ml). L’innalzamento delle 
temperature di trattamento o il prolungamento 
oltre i 25 secondi del tempo di trattamento si 
sono dimostrati efficaci nel ridurre la probabili-
tà di sopravvivenza di MAP. In Italia la pasto-
rizzazione HTST viene solitamente effettuata a 
temperature di 73-76°C, con 10-20 secondi di 
sosta termica, e in questo contesto la contami-
nazione iniziale del latte sottoposto a tratta-
mento risulta fondamentale per la valutazione 
della probabilità di sopravvivenza del MAP e 
dell’esposizione umana a questo micobatterio 
attraverso il consumo di latte trattato termica-
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mente. . Il metodo colturale, su qualunque ma-
trice, è considerato il “gold standard” per il rile-
vamento di MAP. Sebbene l’uso sia molto diffu-
so, le tecniche di coltivazione non sono standar-
dizzate e l’abilità dei differenti laboratori a col-
tivare varia notevolmente. E’ stato dimostrato 
che la sensibilità di questi metodi dipende in 
larga misura dal modo in cui viene preparato 
l’inoculo per la semina nel terreno di coltura e 
dall’assenza di contaminazione del campione. 
L’utilizzo di tecniche biomolecolari può essere 
un valido aiuto per superare le problematiche 
tecniche legate alla coltivazione di MAP. 
L’utilizzo della real time PCR, associata a tecni-

che di concentrazione quali l’IMS, ha permesso 
di rilevare 103 UFC/50 ml di latte artificialmen-
te contaminato (circa 20 UFC/ml). Recentemen-
te l’utilizzo della Peptide-mediated Magnetic 
Separation (PMS), associata alla real time PCR, 
ha permesso di rilevare una concentrazione di 
MAP pari a 101 UFC/ml di latte artificialmente 
contaminato. Le tecniche molecolari, basate sul-
la PCR, stanno diventando uno strumento vali-
do ai fini diagnostici, grazie alla loro rapidità e 
il loro basso costo. E’ comunque necessaria una 
standardizzazione delle tecniche di trattamento 
dei campioni al fine di rendere ripetibile la sen-
sibilità analitica della PCR.  

Tabella 1. Risultati degli studi effettuati al fine di valutare l’inattivazione di MAP in seguito a 
trattamento termico HTST.  

A. Holder test tube method. 

Studio 

Livello di 
contaminazione 
iniziale del latte 

in UFC/ml 

Parametri di 
tempo e 

temperatura 
utilizzati nello 

studio 

Volume di 
latte 

pastorizzato 
analizzato 

Applicazione della 
decontaminazione 

chimica 

Sopravvivenza 
di MAP 

Stabel et al. (1997) 
1x104 e 1x106/ml 65°C per 30 ‘ 200 µl Si Si 

1x104 e 1x106/ml 72°- 76°C 
per 30 ‘ 200 µl Si No 

B. Laboratory-scale pasteurizer method 

Studio 

Livello di 
contaminazione 
iniziale del latte 

in UFC/ml 

Parametri di 
tempo e 

temperatura 
utilizzati nello 

studio 

Volume di 
latte 

pastorizzato 
analizzato 

Applicazione della 
decontaminazione 

chimica 

Sopravvivenza 
di MAP 

Stabel et al. (1997) 
1x104 e 1x106/ml 65°C per 15 ‘‘ 200 µl Si SI 

1x104 e 1x106/ml 72°-76°C per 15 ‘‘ 200 µl Si No 

Grant et al. 
(1998) 

1x102/ml-1x103/ml 71.7°C per 15 ‘‘ 1 o 10 ml No Si 
1x101/ml-1x101/50 

ml 
71.7°C per 15 ‘‘ 1 o 10 ml No No 

Sung e Collins 
(1998)* 

1x106/ml 65°C per 287 ‘‘ 1,5 ml No No 

1x106/ml 71°C per 70 ‘‘ 1,5 ml No No 

1x105/ml 65°C per 239 ‘‘ 1,5 ml No No 

1x105/ml 71°C per 59 ‘‘ 1,5 ml No No 

1x104/ml 65°C per 191 ‘‘ 1,5 ml No No 

1x104/ml 71°C per 47 ‘‘ 1,5 ml No No 

1x103/ml 65°C per 143 ‘‘ 1,5 ml No No 
1x102/ml 65°C per 96 ‘‘ 1,5 ml No No 

1x102/ml 71°C per 23 ‘‘ 1,5 ml No No 
1x101/ml 65°C per 48 ‘‘ 1,5 ml No No 
1x101/ml 71°C per 11 ‘‘ 1,5 ml No No 

Keswani & Frank 
(1998) 

1x105/ml 63°C for 30 ‘ 250 µl No No 

1x105/ml 72°C per 15 ‘‘ 250 µl No No 

Gao et al. 
(2002) 

1x103-1x107/ml 63°C per 30 ‘ 600 µl No No 

1x105 - 1x107/ml 72°C per 15 ‘‘ 600 µl No Si 

1x103/ml 72°C per 15 ‘‘ 600 µl No No 
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*Il tempo del trattamento termico riportato si riferisce al tempo necessario all'inativazione del 100% delle cellule di MAP presenti 
nel latte a quella determinata temperatura. 

C. Latte contaminato artificialmente e pastorizzato secondo le normali condizioni commerciali 

Studio 

Livello di 
contaminazione 
iniziale del latte 

in UFC/ml 

Parametri di tempo 
e temperatura 
utilizzati nello 

studio 

Volume di 
latte 

pastorizzato 
analizzato 

Applicazione della 
decontaminazione 

chimica 

Sopravvivenza 
di MAP 

Pearce et al. 
(2001) 

0.7x103-16x103/ml 63° - 69°C per 15’’ 50 ml Si Si 

0.7x103-16x103/ml 72°C per 15’’ 50 ml Si No 

Hammer et al. 
(2002) 

1x103-1x105/ml Da 67°C per 15’’ a 
87°C per 30’’ 50 o 100 ml No Si 

1x103-1x105/ml 87°C per 45 e 60 ‘‘ e 
90°C per 15 ‘‘ 50 o 100 ml No No 

1x103-1x105/ml 90°C per 30, 45 e 60 ‘‘ 50 o 100 ml No Si 

McDonald et al. 
(2005) 

1x103-1x104/ml 72°C per 15 ‘‘ 1500 ml Si Si 

1x103-1x104/ml 75°C per 25 ‘‘ 1500 ml Si Si 

1x103-1x104/ml 78°C per 15 ‘‘ 1500 ml Si Si 

1x103-1x104/ml 72° per 20 e 25 ‘‘ 1500 ml Si No 

1x103-1x104/ml 75°C per 15 e 20 ‘‘ 1500 ml Si No 

1x103-1x104/ml 78°C per 20 e 25 ‘‘ 1500 ml Si No 
Grant et al. 

(2005) 1x103-1x105 72,5-74,5-76,5 e 
78,5°C per 15 o 25 ‘‘ 150 ml No Si 

D. Latte naturalmente contaminato pastorizzato su scala commerciale 

Studio 

Livello di 
contaminazione 
iniziale del latte 

in UFC/ml 

Parametri di 
tempo e 

temperatura 
utilizzati nello 

studio 

Volume di 
latte 

pastorizzato 
analizzato 

Applicazione della 
decontaminazione 

chimica 

Sopravvivenza 
di MAP 

Grant et al. (2002a) ---** 73°C per 15 o 25 ‘‘ 50 ml Si Si 

Ayele et al. (2005) --- 71.7°C per 15 ‘‘ 50 ml Si Si 

** il livello di contaminazione iniziale non è noto 

E. Sorveglianza su latte pastorizzato presente in commercio 

Studio 

Livello di 
contaminazio

ne iniziale 
del latte in 

UFC/ml 

Parametri di 
tempo e 

temperatura 
utilizzati nello 

studio 

Volume di 
latte 

pastorizzato 
analizzato 

Applicazione della 
decontaminazione 

chimica 

Sopravvivenza 
di MAP 

Millar et al. 
(1996) ---** --- 15 ml Si No*** 

Grant et al. 
(2002b) 

--- 72-74°C per 15 ‘‘ 50 ml Si Si 

--- 72-75°C per 25 ‘‘ 50 ml Si Si 
Gao et al. 

(2002) --- --- 1 o 5 ml No No*** 

O'Reilly et al. 
(2004) --- 75°C per 25 ‘‘ 50 ml Si No*** 

Ellingson et al. 
(2005) --- --- 50 ml Si Si 

Cirone et al. 
(2004) --- --- 50 ml Si Si 

Ayele et al. 
(2005) --- 71,7°C per 15 ‘‘ 50 ml Si Si 

** il livello di contaminazione iniziale non è noto. *** culture liquide sono risultate positive alla PCR IS900, ma la loro coltura non 
permesso alcun isolamento 
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