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SUMMARY In this study the presence of Coxiella burnetii in cow, buffalo and small 
ruminants (sheep and goat) cheeses produced in southern Italy has been 
evaluated with the aim to analyze the risk of infection for consumers. The survey 
was performed using molecular assays (Real-Time PCR) to detect the presence of 
C. burnetii DNA. The samples have been furthermore tested with specific 
methods for species identification in milk and dairy products. C. burnetii has 
been detected in 75% of cow cheese samples, while in small ruminants and 
buffaloes diary products have been assessed at 45,9% and 23,9% respectively. 
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INTRODUZIONE 

Coxiella burnetii è l’agente causale della Febbre 
Q, zoonosi a diffusione pressoché planetaria. La 
malattie negli animali evolve in forma general-
mente inapparente, l’unico sintomo clinicamen-
te apprezzabile è l’aborto o la nati-mortalità. La 
Febbre Q nell’uomo può presentarsi in due for-
me diverse, una acuta ed una cronica. La prima, 
la più comune e clinicamente meno severa, è 
contraddistinta da sintomatologia simil-
influenzale, con febbre, mialgia e disturbi gene-
ralizzati. La forma cronica è caratterizzata da 
maggiore gravità, sino all’esito fatale. L’organo 
più comunemente coinvolto è l’endocardio, in 
particolare le valvole cardiache; altro organo 
bersaglio della forma cronica è il sistema nervo-
so centrale. L’inalazione di aerosol contaminati 
è la principale via d’infezione: durante il parto o 
l’aborto, infatti, gli animali infetti eliminano un 
gran numero di microrganismi che possono con-
taminare le polveri ed essere inalati. Anche il 
morso di artropodi e l’ingestione di cibi conta-
minati sembrano svolgere un ruolo 
nell’epidemiologia della Febbre Q. 

C. burnetii è eliminata con fluidi e secreti cor-
porei, come l’urina e il latte (1), e il principale 
serbatoio del microrganismo è costituito dai 
ruminanti domestici (2). La presenz della Feb-
bre Q nei bovini allevati in Italia Meridionale è 
stata ampiamente dimostrata, ed è stata osser-
vata una associazione diretta tra tipologia 
d’allevamento e positività (3). Mediante 
l’espletamento di test molecolari si è anche os-
servata una rilevante positività per C. burnetii 
nei feti abortiti e nei nati-morti sia tra ovini che 
tra i bovini (4) e, più di recente, anche nei bufali 
allevati in Campania (5). C. burnetii è dotata di 
notevole termo-resistenza, pertanto i protocolli 
di pastorizzazione del latte prendono a riferi-
mento il rapporto tempo/temperatura che assi-
cura l’inattivazione, tra gli altri batteri, anche 
di C. burnetii (6;7). La presenza di C. burnetii 
nel latte è stata messa in luce da numerosi ri-
cercatori (8; 9), ma poco si è fatto per verificarne 
la presenza nei formaggi (10). In questa indagi-
ne si è valutata la contaminazione da C. bur-
netii in formaggi ovi-caprini, bovini e bufalini 
prodotti in Italia meridionale al fine di deter-
minare il rischio potenziale d’infezione per i 
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consumatori alla luce sia della prevalenza regi-
strata che della tipologia di lavorazione prevista 
per la produzione dei diversi tipi di formaggio 
analizzati. 

MATERIALI E METODI 

I campioni di formaggio analizzati in questo 
studio sono stati prelevati in caseifici e market 
di Campania e Calabria a partire dal mese di 
settembre 2010 fino al mese di febbraio 2011 e 
portati al laboratorio di biologia molecolare de-
gli alimenti del Dipartimento di Ispezione degli 
alimenti dell’IZSM per l’esecuzione delle anali-
si. Tra i formaggi consegnati, sono stati presi in 
considerazione esclusivamente quelli prodotti 
nel sud Italia con latte di un’unica specie. In to-
tale sono stati esaminati 136 campioni, 71 
(52,2%) erano formaggi a pasta filata, 65 
(47,8%) erano formaggi a pasta dura o semidu-
ra. I campioni venivano conservati a tempera-
tura ambiente o in frigorifero, in funzione del 
tipo di prodotto, e analizzati entro la rispettiva 
shelf-life. 
Fast Isoelectric Focusing Test: sebbene sui for-
maggi campionati fosse indicato il latte utilizza-
to per produrli, si è comunque proceduto alla 
caratterizzazione delle γ-caseine mediante Fast 
Isoelectric Focusing Test (IEF). L’analisi è stata 
eseguita secondo la procedura indicata nel Re-
golamento CE N° 273/2008 (11). Questo test 
consente di differenziare le γ-caseine di bufalo 
da quelle bovine e di piccoli ruminanti. L’IEF 
non consente di distinguere le caseine ovine da 

quelle caprine, pertanto i formaggi di queste 
due specie sono stati raggruppati in un’unica 
categoria (ovi-caprini). 
Analisi biomolecolare 
Estrazione del DNA: 25 g di ogni campione sono 
stati omogeneizzati, quindi da 25 mg di omoge-
neizzato si è proceduto ad estrarre il DNA tota-
le mediante QIAamp DNA mini kit (Qiagen, 
Hilden, Germany) seguendo le indicazione della 
ditta produttrice. Dopo aver determinato la con-
centrazione del DNA estratto mediante analisi 
spettrofotometrica, questo veniva conservato il 
congelatore (-20°C) sino al suo impiego 
nell’analisi di PCR. 
Real-Time PCR: come target di amplificazione 
si è scelta la regione IS1111 del genoma di C. 
burnetii (12); si tratta di un elemento 
d’inserzione ripetuto un numero variabile di 
volte nel cromosoma del batterio. Su tale regio-
ne sono stati disegnati i primers e la sonda Ta-
qMan indicati in tabella 1 (13). La mix di rea-
zione (20 µL) comprendeva 10 µL di Real Time 
Master Mix 2 X, 0,2 µM di sonda, 0,9 µM di 
ognuno dei due primer e 2 µL di templato. Pri-
mer, sonda e tutti i reagenti erano forniti dalla 
Applied Biosystems (USA). Come controllo posi-
tivo si utilizzavano un estratto commerciale di 
Coxiella burnetii Nine Mile (Dade Bhering, 
Germany). L’amplificazione è stata eseguita uti-
lizzando un Mini Opticon Thermal Cycler (Bio-
Rad, USA) alle seguenti condizioni: 50° C per 2 
min; 95° C per 10 min; 40 cicli costituiti dai se-
guenti steps: 95° C per 15 sec. 60° C per 60 sec. 

Tabella 1. sequenza nucleotidica di primers e sonda*. 
Forward 5’-GGGTAAACGGTGGAACAACA–3’ 
Reverse 5’-ACAACCCCCGAATCTCATTG-3’ 
Sonda FAM -5’-AACGATCGCGTATCTTTAACAGCGCTTG-3’-TAMRA 
* Da: S. G. Kim, E. H. Kim, C. J. Lafferty, and E. Dubovi: Coxiella burnetii in bulk tank milk samples, United States. Emerging 
Infectious Diseases. Vol 11, N° 4,April 2005 

Analisi statistica: I campioni sono stati stratifi-
cati in funzione della caratterizzazione delle ca-
seine di specie. L’analisi statistica dei risultati è 
stata eseguita utilizzando il software EpiInfo 
3.3. L’approccio epidemiologico è stato quello di 
studi di tipo retrospettivo. 

RISULTATI 

Dei 136 campioni analizzati, 28 erano di latte 
bovino, 71 di latte bufalino e 37 di latte ovi-
caprino. La prevalenza di C. burnetii complessi-
vamente rilevata è stata del 40,4 %, con una 
maggiore positività per i formaggi a base di lat-
te bovino (75%) seguiti da quelli ovini/caprini 
(45.9%) (Tabella 2). L’analisi statistica mostra-
va che la differenza nella prevalenza in funzio-
ne della specie era significativa (P<0,0001). 

La maggior prevalenza nei formaggi bovini ri-
sultava statisticamente significativa sia verso la 
somma degli altri analizzati (X2=15,72; 
P<0,00001; OR= 6,53) sia verso quelli prodotti 
con solo latte di bufala (X2=20,03; P<0,0001; 
OR= 9,53). La maggior prevalenza nei formaggi 
bovini rispetto a quelli ovi-caprini (OR=3,53) 
non trovava conferma di significatività 
all’analisi statistica; uguale situazione per i 
formaggi ovi-caprini verso quelli bufalini. 

Tabella 2. Prevalenza osservata. 

Specie Coxiella + Coxiella - tot % 

Bovino 21 7 28 75,0 
Ovi-caprino 17 20 37 45,9 
Bufalino 17 54 71 23,9 
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CONSIDERAZIONI E 
CONCLUSIONI 

La Febbre Q è considerata una zoonosi riemer-
gente (14) e il ruolo dei ruminanti nella epide-
miologia dell’infezione è ben noto. L’eliminazio-
ne per via mammaria del batterio ha posto in 
evidenza il rischio d’infezione in seguito al con-
sumo di latte bovino crudo, per la cui vendita 
non è previsto il controllo per Coxiella. I for-
maggi, in particolare quelli a latte crudo o ter-
mizzati, vista l’elevata resistenza di C. burnetii 
ai processi di stagionatura, possono costituire 
una fonte d’infezione poco considerata ed inda-
gata. 
La maggiore prevalenza osservata nei formaggi 
bovini è in linea con quanto segnalato da altri 
autori (15) circa l’eliminazione di C. burnetii nel 
latte, che risulta essere poco significativa nelle 
capre, di breve durata negli ovini, mentre nei 
bovini si protrae per almeno 16 settimane. Visto 
che non abbiamo dati sull’eliminazione per via 
galattogena del batterio nei bufali, i risultati del 
nostro studio fanno ipotizzare che essa sia poco 
significativa. Ciò potrebbe conseguire sia ad 
una effettiva minore sensibilità di questa specie 
all’infezione oppure all’eliminazione del batterio 
nella specie bufalina principalmente per altre 
vie. Anche la tipologia d’allevamento bufalino, 
generalmente allo stato semi libero, potrebbe 
contenere la diffusione della Febbre Q 
all’interno dell’allevamento (3) e, conseguente-
mente, determinare una minore positività nel 
latte di massa. 
I protocolli d’isolamento di C. burnetii sono 
complessi, lunghi e richiedono personale quali-
ficato e laboratori attrezzati. Ciò ha favorito 
l’adozione, quale alternativa all’isolamento del 
batterio, della PCR per la sua ricerca sia in dia-
gnostica umana e animale che nelle matrici 
alimentari. I test molecolari non consentono pe-
rò di determinare se i microrganismi ricercati 
siano vivi o meno, pertanto l’analisi del rischio 
per i consumatori risulta carente. Dei 136 for-
maggi analizzati, 30 (22%) erano prodotti arti-
gianalmente con latte non pastorizzato e basse 
temperature di lavorazione, caratteristiche che 
consentono la sopravvivenza del microrganismo 
nel prodotto e, quindi, la sua eventuale trasmis-
sione per via alimentare. La prevalenza regi-
strata in questi formaggi è stata costantemente 
più bassa rispetto ai dati complessivi, ma, 
all’analisi statistica, tale differenza non risulta-
va significativa. 
La sintomatologia della Febbre Q nell’uomo, che 
nella sua forma più comune è di tipo simil-
influenzale, potrebbe aver portato a sottostima-
re l’impatto in sanità pubblica di questa infe-
zione che, pur essendo prevalentemente di tipo 
professionale, può anche conseguire 

all’ingestione di alimenti contaminati (16). Ben-
ché tale ultimo aspetto sia tuttora controverso, 
non può escludersi che il consumo di formaggi 
possa essere causa di sieroconversione, anche 
nelle popolazioni meno esposte.  
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