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Presentazione

La Paratubercolosi è una delle malattie infettive dei bovini che, dalla fine dell’ottocento 
alla prima metà del novecento, è stata oggetto di studio da parte di ricercatori che 
hanno fatto la storia della veterinaria mondiale. Poi per lunghi decenni ha avuto 
un periodo di eclissi, superata per importanza “attribuita” ad alcune zoonosi, quali 
Tubercolosi e Brucellosi, dalle malattie epidemiche, quali Afta epizootica e IBR ed 
endemiche come la BVD.

A partire dall’ultimo decennio del secolo scorso, nei paesi a zootecnia avanzata, questa 
malattia è stata riconsiderata: le zoonosi tanto combattute erano state debellate e per 
le malattie epidemiche ed endemiche erano state delineate ed applicate adeguate 
strategie di controllo; i danni economici attribuiti alla malattia non erano, e come 
anche oggi, più compatibili con la gestione economica delle aziende; la condizione 
di infezione degli allevamenti di bovine da latte stava diventando un problema per 
la globalizzazione dei mercati degli animali da vita, del materiale genetico e dei 
prodotti lattiero/caseari; infine, ma non ultimo, il sospetto che l’agente causale della 
Paratubercolosi avesse un ruolo nell’insorgenza della malattia di Crohn nell’uomo.
Fortunatamente, in questi anni, ampi progressi sono stati fatti nello sviluppo delle 
metodiche diagnostiche, dirette e indirette, tali da poter delineare efficaci strategie 
di controllo della malattia. Per tutti questi motivi si è ritenuto estremamente utile 
predisporre una Linea Guida che raccogliesse in maniera sintetica le conoscenze fin 
qui acquisite attraverso l’impegno dei medici veterinari dell’Istituto, in particolare della 
Sezione di Verona che ha iniziato ad occuparsi di questa patologia già dal 1997.

L’obiettivo è che questa Linea Guida possa essere d’ausilio ai colleghi che lavorano sul 
campo e che devono affrontare quotidianamente i problemi legati alla Paratubercolosi.

Un doveroso ringraziamento deve essere rivolto alla direzione dell’IZSVe che ha 
sempre creduto e sostenuto il nostro lavoro, all’Unità di Progetto veterinaria della 
Regione del Veneto che da anni ci sostiene economicamente, al Ministero della Salute 
che ha finanziato sul tema numerose ricerche correnti ed europee, ed infine a tutti 
i colleghi, liberi professionisti, delle aziende ASL e delle aziende private, per la loro 
collaborazione.

Gaddo Vicenzoni, DVM
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Introduzione

La paratubercolosi è una malattia infettiva contagiosa sostenuta dal Mycobacterium 
avium subsp. paratuberculosis (Map). Questa malattia è stata descritta per la prima vol-
ta in Europa nel 1885 e durante il XX secolo è stata segnalata in un numero sempre 
maggiore di Paesi. Sulla base dei dati forniti dell’OIE possiamo affermare che la malat-
tia oggi è presente in tutti i cinque continenti. 
Nell’ultimo decennio, nel Nord America e in Europa, si sono moltiplicati gli studi per 
determinare la prevalenza degli allevamenti infetti presenti in queste aree e i risultati 
indicano situazioni variabili, comprese tra 7 e 66%(1-2). Secondo Collins(3) nei Paesi in-
dustrializzati la prevalenza stimata degli allevamenti di vacche da latte infetti è pari al 
50% e se non si interverrà con piani di controllo e certificazione è probabile che entro il 
2020 verrà superata la soglia dell’80%. Per quanto riguarda, invece, la prevalenza degli 
animali infetti nella popolazione, siamo nell’ordine del 2-3%. 
Sulla base del controllo sierologico di tutte le bovine presenti in allevamento, di età su-
periore ai 24 mesi, possiamo classificare le aziende in due tipologie: bassa prevalenza 
(≤5%) e medio-alta prevalenza (>5%), e in queste ultime generalmente la prevalenza 
apparente non supera il 15-20%. 
Tutte queste informazioni sono relative agli allevamenti di vacche da latte, infatti al 
momento non è nota la situazione nel settore bovini da carne. Inoltre, in Italia non 
disponiamo di informazioni su base nazionale, ma solo regionale (tabella 1).

Tabella 1. Prevalenza di allevamenti infetti nelle regioni italiane

Regioni Apparente * Reale ** Reale >100 capi Capi 
sieropositivi 

Riferimento 
bibliografico

Veneto 64,9% 26,7% 48,8% 3,5% Robbi et al. 2002(4)

Lombardia 43,7% 19,2% 37,0% 2,6% Arrigoni et al. 2006(5)

Lazio 42,0% n.c. n.c. 2,5% Lillini et al. 2006(6)

* Prevalenza apparente: rappresenta la proporzione fra numero di animali positivi al test diagnostico e numero di capi sottoposti a esame
** Prevalenza reale: è data dalla proporzione fra numero di soggetti realmente infetti e numero di animali della popolazione di interesse. La prevalen-
za reale può essere calcolata, una volta determinata la prevalenza apparente, se sono note la specificità e la sensibilità del test

Dagli studi eseguiti in Veneto e Lombardia emerge che la prevalenza reale degli alle-
vamenti con più di 100 capi varia da 37 a 49% (tabella 1) ed è sostanzialmente in linea 
con quanto segnalato da vari autori stranieri. La spiegazione di questa analogia è la so-
miglianza di questi allevamenti con la tipologia di aziende presenti in Paesi a zootecnia 
avanzata e con il loro tipo di gestione. 
Sulla base di queste informazioni possiamo affermare che anche da noi la paratuber-
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colosi rappresenta un grave problema e la mancata attuazione di misure di biosicu-
rezza, le carenze strutturali in azienda, le spinte produttive, la tendenza all’espansione 
aziendale e la commercializzazione incontrollata favoriranno in futuro un’ulteriore 
diffusione dell’infezione. Con una prevalenza così elevata di allevamenti infetti ne con-
segue un consistente danno economico a livello di produzione primaria. Le perdite 
attribuite a questa malattia sono determinate dalla diminuzione della produzione di 
latte e dall’aumento della rimonta(7-8-9). Vari autori hanno provato a quantificare il dan-
no conseguente alla paratubercolosi(10-11-12) e i dati rilevati sono variabili in relazione 
al valore genetico degli animali, al costo di produzione e al valore del prodotto finale. 
Sulla base di uno studio longitudinale eseguito tra il 2004 e il 2007, in 3 allevamenti 
commerciali, è stato dimostrato che gli animali infetti escretori, con coltura fecale po-
sitiva (>30 ufc/g di Map), producevano approssimativamente 4 kg di latte in meno al 
giorno rispetto ad animali non infetti(13).
Al danno diretto si deve aggiungere anche il danno indiretto, rappresentato dal costo 
della terapia, per quanto inutile, e dall’eliminazione precoce di animali, anche per altre 
patologie per le quali la paratubercolosi agisce da fattore condizionante(14). 
Per i motivi fin qui riferiti, in alcuni Paesi quali Danimarca, Olanda, USA, Australia, Cana-
da sono stati programmati piani volontari di controllo che probabilmente porteranno, 
in un prossimo futuro, a restrizioni nel commercio degli animali da vita. In Italia sono 
già stati sperimentati piani volontari di controllo(15-16) e di certificazione(17-18) a cui è pos-
sibile fare riferimento. 
Per poter impostare questi piani è necessario: avere informazioni sicure e precise sulla 
situazione sanitaria della popolazione bovina; conoscere il valore predittivo dei me-
todi diagnostici a disposizione; valutare la fattibilità del piano anche in base all’analisi 
del costo/beneficio; conoscere gli aspetti epidemiologici della malattia; fare opera di 
convincimento nei confronti degli allevatori e delle loro associazioni di categoria. 

Gli obiettivi di questa Linea guida sono:

1.	 Descrivere le conoscenze di base (microbiologiche, cliniche, anatomopatolo-
giche, patogenetiche, epidemiologiche, analitiche, gestionali) che sono indi-
spensabili per l’esecuzione di un piano nei confronti della paratubercolosi.

2.	 Indicare le misure di management sanitario (biosicurezza e biocontenimento) 
necessarie per impostare un piano di controllo negli allevamenti infetti. Misu-
re queste che si basano sull’analisi semiquantitativa del rischio sanitario, come 
proposto nei piani di risanamento attuati negli USA(19-20) (USAHA, 2004) e pro-
poste in Italia da Centro di referenza nazionale sulla paratubercolosi(21).

3.	 Suggerire una gestione degli animali infetti, attraverso l’interpretazione proba-
bilistica dei test diagnostici.



Guida ai livelli di prova e alla forza 
delle raccomandazioni
Nelle linee guida, le raccomandazioni vengono qualificate con un certo grado di forza 
della raccomandazione (FDR) e di livello di prova (LDP), espressi rispettivamente in 
lettere (da A a E) e in numeri romani (da I a VI). La Forza delle Raccomandazioni indica 
la probabilità che l’applicazione nella pratica di una raccomandazione sia utile ai fini 
sanitari. Il livello di Prova indica la probabilità che un certo numero di conoscenze sia 
derivato da studi pianificati e condotti in modo tale da produrre informazioni valide e 
prive di errori sistematici. Tuttavia la forza delle raccomandazioni non si deve basare 
soltanto sul tipo di disegno di studio, ma deve considerare anche altri fattori quali: 
l’applicabilità, l’accettabilità e l’economicità dell’intervento.

Forza 
delle raccomandazioni

Livelli di prova 
delle raccomandazioni

A comportamento o intervento 
fortemente raccomandato I in base a più studi clinici randomizzati e 

controllati, o revisioni sistematiche

B comportamento o intervento 
raccomandato II in base ad almeno uno studio clinico 

randomizzato

C
comportamento o intervento 
da considerare, ma di impatto 
incerto

III in base a studi di coorte

D comportamento o intervento 
da disincentivare IV in base a studi caso-controllo

E fortemente sconsigliato V in base a studi su serie di casi senza 
gruppo di controllo

VI in base a opinioni di esperti
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Mycobacterium spp.

crescita lenta
crescita veloce

Mycobacterium phlei
Mycobacterium vaccae

non coltivabili
Mycobacterium leprae

Tuberculosis complex
Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium bovis
Mycobacterium africanum

avium complex

Mycobacterium lepraemurium Mycobacterium 
avium/intracellulare

ssp. avium ssp. paratuberculosis ssp. silvaticum

1. Caratteristiche microbiologiche

Il Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis appartiene alla famiglia delle Myco-
bacteriaceae (vedi posizione tassonomica). I batteri appartenenti a questa famiglia 
sono caratterizzati dalla presenza di una parete cellulare spessa costituita da uno stra-
to relativamente sottile di peptidoglicano, legato a una serie di molecole composte 
rispettivamente da arabino-galattani, acidi micolici e glicolipidi fenolici. La grande 
quantità di involucri che i metaboliti devono attraversare per raggiungere la mem-
brana cellulare giustifica la lentezza negli scambi metabolici fra la cellula e l’ambiente 
esterno e spiega la caratteristica lentezza di replicazione dei micobatteri nei terreni di 
coltura artificiali utilizzati in microbiologia. Inoltre, questa parete cellulare così com-
plessa conferisce ai micobatteri il vantaggio di essere molto resistenti nell’ambiente e 
completamente impermeabili ad alcuni antibiotici.  
Per la particolare struttura della parete cellulare i micobatteri non possono essere co-
lorati con il metodo di Gram. Essi necessitano infatti di un procedimento specifico, la 
cosiddetta colorazione di Ziehl-Neelsen. Nel vetrino così colorato, i micobatteri appaio-
no come bastoncini rossi (figura 6.1 a pagina 50).

Figura 1.1 Posizione tassonomica del Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis



2. Descrizione della 
forma clinica
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2. Descrizione della forma clinica

La paratubercolosi è una malattia cronica sistemica a lento decorso che si evidenzia 
con il manifestarsi di forme cliniche che compaiono dopo un prolungato periodo di 
incubazione che generalmente varia da 2 a 10 anni. Tuttavia in alcuni allevamenti, ca-
ratterizzati da cattiva gestione, le forme cliniche si riscontrano anche tra le manze. 
La durata del periodo di incubazione dipende: dal livello di esposizione; dalla patoge-
nicità del ceppo coinvolto e dalla capacità dell’animale di contrastare l’infezione. 
Il primo segno apparente è rappresentato da una graduale perdita di peso (figura 2.1). 
All’inizio le feci hanno una consistenza normale, poi compare la diarrea che può essere 
persistente o intermittente. Altro sintomo evidente è rappresentato dalla diminuzione 
della produzione di latte. Tutto questo sebbene l’appetito e i segni vitali, quali frequen-
za cardiaca, respiratoria e temperatura, rimangano normali(22). 
Molti animali, in questo stadio, sono positivi alla coltura fecale e hanno presenza di 
anticorpi rilevabili, mediante test sierologici. 

Figura 2.1 Animale cachettico
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Se gli animali non vengono eliminati i sintomi si aggravano, sopravvengono letargia, 
debolezza ed emaciazione. La diarrea diventa incoercibile e acquosa (figura 2.2), com-
paiono ipoproteinemia ed edema intramandibolare (figura 2.3). In questo stadio gli 
animali diventano cachettici, anemici e fanno fatica ad alzarsi(23) e l’epilogo è la morte.

Figura 2.2 Animale con diarrea incoercibile e acquosa

Figura 2.3 Animale con ipoproteinemia ed edema intramandibolare
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3. Lesioni anatomopatologiche

La diarrea è la conseguenza di un’enterite granulomatosa che interessa l’intestino te-
nue, con particolare coinvolgimento dell’ileo terminale. 
All’esame anatomopatologico si evidenzia enterite, associata a linfangite, linfangecta-
sia e linfoadenite dei linfonodi mesenterici.
La mucosa dell’intestino appare ispessita e assume un aspetto corrugato (simile alle 
circonvoluzioni dell’encefalo) a causa della tumefazione delle pliche (figura 3.1). In cer-
ti casi, le tipiche lesioni si estendono dal duodeno al retto. La sommità delle pliche è 
spesso leggermente arrossata, da congestione. Possono comparirvi emorragie petec-
chiali e, sebbene raramente, ulcere superficiali. 
A livello istologico sono evidenti l’infiltrazione linfocitaria e le caratteristiche cellule 
giganti (figura 3.2).

Figura 3.1 Intestino
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Figura 3.2 Esame istologico dell’intestino

Le manifestazioni cliniche rappresentano l’apice di un’evoluzione patogenetica che 
merita di essere riassunta, in quanto permette di capire alcuni aspetti diagnostici (scel-
ta dei test più appropriati e interpretazione dei risultati) e prognostici della malattia.



4.Patogenesi
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4.Patogenesi (24)

Non tutti gli animali nati in un allevamento infetto vengono a contatto con il Map. 
Gli animali che vengono a contatto con il Map non necessariamente si infettano in 
maniera persistente e, infine, non tutti gli animali, nei quali si instaura un’infezione 
persistente, sviluppano la forma clinica di malattia.
Partendo da questo assunto, dal punto di vista patogenetico possiamo distinguere tre 
momenti (figura 4.1): 

I.	 ingresso del microrganismo, sua localizzazione nel sito di elezione e instaura-
zione di un’infezione persistente; 

II.	 stato subclinico; 

III.	 stato clinico.

Figura 4.1 Evoluzione patogenetica dell’infezione

Risposta immuno cellulare Th1

24 mesi

i stadio ii stadio iii stadio

Risposta immuno umorale Th2

Escrezione fecale 
di MAP

infezione segni clinici
tempo

IFNγ
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I stadio

Come in tutte le infezioni, la prima fase è rappresentata dall’ingresso del patogeno e 
dalla sua localizzazione nel sito di elezione. Il Map introdotto per via orale raggiunge il 
tessuto linfoide, particolarmente abbondante nell’ileo degli animali giovani (placche 
del Peyer). 
In risposta alla presenza di Map, i meccanismi di difesa innati dell’ospite si attivano per 
contrastarne l’invasione, attraverso il meccanismo della fagocitosi. 
In condizioni normali e per la maggior parte dei patogeni, la fagocitosi e la successi-
va formazione del fagolisosoma, all’interno dei macrofagi, portano alla lisi dell’agente 
infettante e permettono di circoscrivere l’infezione, ma purtroppo nelle infezioni da 
Map tutto ciò non avviene e questo è il preludio per l’instaurazione di un’infezione 
persistente. 
Infatti nella prima fase di infezione i macrofagi non sono in grado di lisare i micobat-
teri fagocitati, in quanto il microrganismo riesce a impedire la fusione tra fagosoma e 
lisosoma. Questa prerogativa permette al patogeno di eludere le difese immunitarie 
e, pertanto, è in grado di sopravvivere e replicarsi all’interno dei macrofagi che diven-
gono così “persistentemente infetti”. Gollnick e collaboratori(25) hanno dimostrato che 
la capacità di sopravvivenza di Map all’interno dei macrofagi varia in funzione delle 
caratteristiche genotipiche dei ceppi. Si può pertanto ipotizzare che vi siano ceppi più 
patogeni di altri. Questa evidenza però deve essere confermata da altri studi. 
Una seconda ipotesi è legata al polimorfismo del gene CARD15/NOD2. La proteina 
sintetizzata da questo gene è in grado di riconoscere il peptidoglicano presente sulla 
parete batterica e processarlo al fine di esporre l’antigene attivando la risposta cellulo-
mediata. Il gene è espresso all’interno di monociti, macrofagi, cellule dendritiche e cel-
lule epiteliali dell’intestino. La mancata produzione di questa proteina può giustificare 
l’incapacità della cellula a uccidere il batterio(26).
La replicazione del micobatterio all’interno dei macrofagi porta alla rottura della cel-
lula e alla conseguente liberazione di Map, che ha così la possibilità di infettare altri 
macrofagi ed espandere il processo di infezione. 
La fase iniziale appare caratterizzata da una bassa reattività del sistema immunitario a 
causa dei meccanismi elusivi del micobatterio. Successivamente si sviluppa una rispo-
sta immunitaria specifica cellulo-mediata, T helper 1 (Th1), caratterizzata dal rilascio di 
citochine pro-infiammatorie, in particolare IFN-γ (figura 4.1). 
In questa fase non vi è escrezione di Map nelle feci, pertanto l’esame colturale e la PCR 
(Polymerase Chain Reaction) non sono efficaci per individuare l’animale infetto. 
Dal punto di vista epidemiologico l’animale non è infettante, quindi non rappresenta 
una fonte di infezione. Dal punto di vista clinico lo stadio iniziale dell’infezione è carat-
terizzato da assenza di sintomatologia. 
Pur avendo una risposta umorale precoce (Th2), questa è insufficiente per essere rile-
vata con esami sierologici. Sulla base di queste informazioni è evidente che in questo 
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stadio possono essere utilizzati solo i test in grado di evidenziare l’attivazione e la sti-
molazione della risposta immunitaria cellulo-mediata (test dell’IFN-γ). 
In questa fase la prognosi a breve periodo non può che essere fausta, mentre a lungo 
periodo dobbiamo sempre preventivare la possibile graduale progressione dell’infe-
zione.

II stadio

Lo stadio subclinico può essere a sua volta suddiviso in due fasi. 

•	 La fase iniziale è caratterizzata dalla formazione dei granulomi e da un’azione 
citotossica che cerca di distruggere le cellule infettate e il granuloma. In questa 
fase, con la disgregazione del granuloma, si ha la liberazione intermittente di 
Map e l’animale diventa infettante, anche se la quantità di micobatteri escreti è 
bassa e spesso è sotto il livello soglia e quindi non rilevabile con l’esame coltu-
rale o con la PCR. Dal punto di vista immunitario, si hanno livelli di IFN-γ ancora 
elevati, mentre non si ha ancora una risposta Th2 rilevabile (figura 4.1). 

•	 Nello stadio subclinico avanzato si ha una diminuzione della concentrazione di 
citochine pro-infiammatorie (IFN-γ) e una intensa formazione e disgregazione 
dei granulomi e la distruzione dei macrofagi persistentemente infetti. Tutto ciò 
determina una diffusione di Map in distretti intestinali non ancora interessati 
con formazione di nuovi focolai e nuovi granulomi. In questo stadio l’escrezio-
ne con le feci è rilevante e può essere messa in evidenza dal test colturale e 
dalla PCR. In questa fase, a seguito della caduta dei livelli di IFN-γ, i test in grado 
di evidenziare la risposta cellulo-mediata (Th1) non sono più efficaci. Con lo 
sviluppo della risposa immunitaria Th2 possono invece essere rilevati anticorpi 
specifici (IgG1) attraverso i test sierologici (figura 4.1). Solo pochi animali, in 
questo stadio di infezione, mantengono elevati livelli di IFN-γ e contempora-
neamente sviluppano anticorpi specifici nei confronti di Map(27). L’animale in 
questo stadio non presenta ancora particolari segni clinici, tranne qualche raro 
episodio di diarrea acquosa. Tuttavia, è da sottolineare che squilibri dell’assor-
bimento dei principi nutritivi può determinare un’alterazione del pelo e la dimi-
nuzione della produzione di latte. 
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III stadio 

Man mano che la patologia progredisce, diventa sempre più marcata la trasformazio-
ne della risposta immunitaria da tipo Th1 a Th2 (figura 4.1). 
Alla graduale trasformazione del tipo di risposta si accompagna un aumento dei livelli 
anticorpali, in particolare IgG1, e una diminuzione della reattività cellulare, con pro-
gressiva diminuzione dei livelli di IFN-γ. 
Sfortunatamente per l’ospite, la risposta anticorpale non è in grado di contenere l’infe-
zione e con la totale perdita della risposta immunitaria cellulo-mediata si genera una 
condizione di anergia che permette a Map di proliferare indisturbato. Questa terza e 
ultima fase è caratterizzata da una continua diffusione di micobatteri e da un continuo 
e progressivo danno tissutale. L’epilogo è rappresentato dalla manifestazione clinica 
della malattia.
In questo stadio, l’eliminazione massiva di micobatteri attraverso le feci può essere 
agevolmente dimostrata con i comuni test diretti (esame microscopico, esame coltu-
rale e PCR). 
I test sierologici possono essere utilizzati per rilevare le IgG1, anche se c’è da ricordare 
che, durante lo stadio terminale, si ha una riduzione del livello di IgG1 e quindi il test 
può risultare negativo.
Il test dell’IFN-γ non può essere utilizzato in questa fase, in quanto decade la reattività 
cellulo-mediata (Th1). 
L’animale che ha raggiunto questa fase non è più produttivo e rappresenta una sicura 
fonte di Map in l’allevamento. 
Inizialmente si potranno avere delle fasi di recrudescenza, seguite da fasi di lieve mi-
glioramento, ma con il progredire della patologia avremo un progressivo e continuo 
peggioramento delle condizioni cliniche, che esiteranno nella morte dell’animale in 
stato cachettico.
Sulla base dei processi analizzati è evidente che nel decorso della paratubercolo-
si esiste una complessa interazione tra patogeno e cellule del sistema immunitario. 
Pertanto, si può ipotizzare che esistano forti probabilità, anche se attualmente non 
dimostrate, che fattori genetici dell’ospite siano in grado di agire sulla risposta immu-
nitaria e controllino l’evoluzione dell’infezione, come peraltro avviene in generale per 
i micobatteri in molte altre specie. 
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All’interno di un allevamento possiamo avere contemporaneamente animali che si tro-
vano nei tre stadi descritti in precedenza. 
Da un’analisi quantitativa della popolazione presente in un allevamento infetto, emer-
ge che gli animali con forma subclinica si possono suddividere in tre livelli di escrezio-
ne(28): 

I.	 bassa, rappresentata dal 71% degli animali; 

II.	 moderata, rappresentata dal 10% degli animali; 

III.	 alta, rappresentata dal 19% degli animali. 

Si tratta pertanto di una tipica distribuzione piramidale (fig. 5.1). 

Figura 5.1 Percentuale animali escretori presenti in un allevamento infetto

Gli animali che si trovano nella forma subclinica e sono escretori hanno un importante 
ruolo epidemiologico in quanto mantengono attiva l’infezione in allevamento.
Dal punto di vista epidemiologico vi sono 5 aspetti che meritano un approfondimento, 
in quanto importanti per impostare piani aziendali di controllo: 

1.	 vie di escrezione e trasmissione del microrganismo

2.	 sopravvivenza nell’ambiente e resistenza alla pastorizzazione e ai disinfettanti

3.	 recettività degli animali all’infezione

4.	 introduzione dell’infezione in allevamento

5.	 fattori di rischio che intervengono nella diffusione dell’infezione in allevamento
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5.1 Vie di escrezione e trasmissione del microrganismo

Map negli animali infetti determina una enterite cronica granulomatosa e pertanto la 
principale via di eliminazione del microrganismo è rappresentata dalle feci. Nel 1996 
Chiodini(29) descrisse come il micobatterio, attraverso il sistema linfatico e circolato-
rio, poteva diffondersi in altri apparati, in particolare in quello mammario e in quello 
genitale. Oggi sappiamo che più di un terzo di animali clinici e un numero significa-
tivo di animali asintomatici subclinici eliminano Map con il colostro e con il latte(30-31). 
Inoltre, sappiamo che fin dai primi stadi della malattia esso può essere ritrovato negli 
embrioni(32) e che una bassa escrezione intermittente di Map è stata individuata anche 
nel seme di tori con forma clinica e subclinica(33). In figura 5.2 sono rappresentate le 
principali vie di escrezione e trasmissione di Map e le dimensioni delle frecce indicano 
il livello di rischio di ognuna di loro.

Figura 5.2 Vie di escrezione e trasmissione del Map
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5.2 Sopravvivenza nell’ambiente e resistenza alla 
pastorizzazione e ai disinfettanti

È risaputo che un buon parassita, per essere considerato tale, deve possedere una 
buona capacità di resistenza al di fuori dell’ospite e il Map indubbiamente ha questa 
caratteristica(34-35). Infatti, in condizioni sperimentali, è rimasto vitale in acqua di fiume 
per 5 mesi, in acqua stagnante per 9 mesi, nelle feci per almeno 11 mesi e nel terreno, 
in condizioni climatiche secche, anche per 47 mesi. 
Recentemente è stato evidenziato a livello di parete cellulare un lipopeptide codificato 
dal gene pstA che potrebbe contribuire alla formazione di biofilm. Si ipotizza che que-
sto biofilm, analogamente a quanto avviene in altri batteri, sia in grado di accrescere la 
sopravvivenza del patogeno in situazioni ambientali negative e pertanto sia in grado 
di indurre una maggiore virulenza al ceppo di Map e incrementare il tasso di infezione 
all’interno dell’allevamento(36).  
Per quanto riguarda la capacità di sopravvivenza nel latte e nel colostro, sottoposti 
a un trattamento di pastorizzazione in azienda, si è aperta una discussione a livello 
scientifico. A tale riguardo vi erano pareri discordanti. Alcuni autori ritenevano che la 
pastorizzazione fosse sufficiente per uccidere il microrganismo(37), altri invece ritene-
vano che questo trattamento termico fosse solo in grado di abbassare la carica infet-
tante, ma non fosse risolutivo(38). Oggi con l’isolamento di forme vitali di Map da latte 
pastorizzato si è definitivamente chiusa questa diatriba(39). 
Il Map possiede anche una buona capacità di resistenza al congelamento: infatti, è sta-
to isolato da sperma di toro conservato in azoto liquido(40). Infine, per quanto riguarda 
la resistenza del Map nei confronti dei disinfettanti, bisogna segnalare che il micror-
ganismo è molto resistente alla loro azione la cui efficacia, peraltro, è notevolmente 
ridotta dalla presenza di materiale organico. 

5.3 Recettività degli animali all’infezione

Più volte si è potuto riscontrare che pur condividendo gli stessi fattori di rischio, pre-
senti in allevamento, non tutti gli animali si infettano, non tutti hanno produzione di 
anticorpi, ma soprattutto non tutti gli animali infetti sviluppano la forma clinica. Quel-
lo che a tutt’oggi è stato dimostrato è che c’è un diverso grado di sensibilità legato 
all’età dell’animale. Gli animali più sensibili all’infezione sono i vitelli con meno di sei 
settimane e si ritiene che essi rimangano altamente recettivi fino a un anno di età(41). 
Oltre all’età dell’animale si è anche pensato che vi potesse essere una predisposizione 
all’infezione, geneticamente ereditabile. Nielsen e collaboratori(42) hanno dimostrato 
che le figlie di bovine positive avevano una maggiore probabilità di essere a loro volta 
positive (Odds ratio di 6,1). Gonda e collaboratori(43) hanno dimostrato una predispo-
sizione genetica ereditabile, anche se bassa, e che la selezione può contribuire alla 
costituzione di una popolazione più resistente.
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5.4 Introduzione dell’infezione in allevamento 

La paratubercolosi è una malattia infettiva contagiosa. A oggi si ritiene che oltre la 
metà degli allevamenti di vacche da latte possano essere infette: ciò sta a significare 
che un’azienda che acquista animali da rimonta prima o poi può incorrere nel rischio 
di introdurre inavvertitamente l’infezione e, una volta che l’infezione è stata introdotta, 
se non applica rigorose misure sanitarie ha elevate probabilità che l’infezione si diffon-
da. Oltre all’acquisto di animali, altri fattori di rischio sono rappresentati: dal pascolo; 
dalla concimazione organica dei prati e pascoli; dal seme di toro infetto o contaminato 
e dall’embrio-transfer; dagli automezzi e dai visitatori; dalla partecipazione a mostre 
e aste di bestiame. In tabella 2, sono riportati i principali fattori di rischio e le misure 
consigliate al fine di ridurre il rischio.

Introduzione in allevamento di animali infetti
Il principale rischio è rappresentato dall’introduzione in allevamento di animali infetti 
escretori, provenienti da allevamenti infetti. Alcuni ricercatori(44-45-46) hanno quantifica-
to il rischio conseguente all’acquisto di animali. Esso è direttamente proporzionale al 
numero di animali introdotti; inoltre, è maggiore se gli animali provengono da alleva-
menti infetti, rispetto a una popolazione generica il cui stato sanitario è sconosciuto, 
senza o con test, o rispetto ad allevamenti aderenti a un piano di certificazione. 

Misure di controllo proposte per ridurre il rischio
Le misure di controllo proposte possono essere più o meno efficaci. La misura più ef-
ficace è ovviamente quella di escludere la rimonta esterna, questo però non sempre 
è possibile, specie per quegli allevamenti che sono in fase di forte espansione. Tutte 
le soluzioni che di seguito vengono descritte riducono il rischio, ma non lo eliminano 
completamente. 
In subordine è possibile acquistare da un allevamento certificato negativo, sulla base 
di un programma di certificazione. In assenza di allevamenti certificati è possibile 
richiedere l’esecuzione di un test sierologico nell’allevamento di provenienza, su un 
campione rappresentativo di animali (a tale proposito sono sufficienti 30 animali con 
più di 36 mesi di età) o in alternativa un test PCR su un prelievo di feci della corsia di 
alimentazione. Si può procedere con l’acquisto solo se i test risultano negativi. 
La misura meno efficace è quella di eseguire un test sull’animale prima dell’introdu-
zione. Ciò è spiegato dal fatto che, essendo una malattia cronica a lungo decorso, si 
ha un ampio periodo finestra. Infatti, non vi è molta differenza tra l’acquisto da una 
popolazione generica, il cui stato sanitario è sconosciuto, rispetto all’esecuzione di un 
test sull’animale di tale popolazione.

A
IV

Comportamenti o interventi fortemente raccomandati in base a studi caso-controllo
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Pascolo promiscuo 
Un secondo rischio da non sottovalutare è rappresentato dal pascolo promiscuo di 
animali giovani con animali adulti infetti escretori, della stessa specie o selvatici. In 
questa situazione gli animali sono costretti a condividere alcuni fattori di rischio, quali 
pascolo e acqua, che possono essere pesantemente contaminati da Map. 
Come è risaputo, la paratubercolosi è la principale malattia dei ruminanti domestici 
(bovini, pecore, capre), ma è stata segnalata anche in altre specie che, in determinate 
condizioni, possono avere un contatto diretto o indiretto con i bovini, per esempio 
alcuni ruminanti selvatici (cervi, caprioli), oppure animali monogastrici, come suini, 
cavalli, conigli, volpi. 
La trasmissione interspecie è stata ampiamente dimostrata(47), ma al momento non è 
possibile stabilire quanto essa sia importante a livello epidemiologico. Studi sperimen-
tali hanno dimostrato che è possibile indurre un’infezione in una specie con ceppi di 
Map isolati da altre specie(48), ma ciò non è sufficiente per provare che la trasmissione 
interspecie possa avvenire in condizioni naturali. 
Ci sono segnalazioni di pecore che si sono infettate dopo aver pascolato in terreni 
dove in precedenza avevano pascolato bovini, o in terreni dove era stato sparso leta-
me proveniente da allevamenti bovini, ma gli stessi autori, pur ammettendo il possibi-
le ruolo epidemiologico della trasmissione interspecie, precisano che sono necessari 
ulteriori studi prima di confermare questa associazione(49). 
Studi di epidemiologia molecolare mediante PCR e RFLP (Restriction Fragment Lenght 
Polymorphism) sono propensi a indicare che specifici ceppi di Map possono essersi 
adattati a particolari specie di ospiti, senza per questo diventare ospiti specifici(50). 
Un esempio è rappresentato dalla differenziazione di due ceppi di Map identificati in 
letteratura come ceppo ovino e bovino. Questi possono essere differenziati, tra loro, 
sulla base del polimorfismo di un segmento di inserzione denominato IS 1311(51). Fino 
a poco tempo fa si riteneva che il ceppo ovino fosse in grado di infettare solo gli ovini 
e i caprini e che il ceppo bovino fosse in grado di infettare molte specie tra cui bovini, 
caprini, ovini, animali selvatici e uomo. Oggi, basandosi su uno studio retrospettivo, 
sono stati evidenziati casi di paratubercolosi bovina sostenuti da ceppo ovino(52):cade 
quindi l’ipotesi di un ceppo ovino specie specifico. 
Utilizzando il segmento di inserzione IS 1311 è stata eseguita un’analisi sui ceppi isolati 
in Italia da bovini, ovini e da selvatici (cervi). Questa indagine ha permesso di confer-
mare la possibilità di differenziare tra loro i due cluster e ha dimostrato che i ceppi 
isolati da cervi avevano un profilo identico a quello bovino(53). 
Per il futuro è auspicabile che vengano eseguiti studi tesi ad approfondire le cono-
scenze riguardo la possibilità che l’infezione possa essere mantenuta in una specie 
secondaria, che può diventare reservoir per la specie primaria attraverso la contami-
nazione dell’ambiente(54). Inoltre, considerando che la pratica dell’alpeggio favorisce 
le parassitosi intestinali, un settore che merita futuri approfondimenti è rappresentato 
dal ruolo che le larve dei nematodi possono avere quale veicolo indiretto di trasmis-
sione di Map nel bovino, e quale ruolo possono avere nell’instaurazione dell’infezione 
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a livello gastroenterico, come già dimostrato avvenire nell’ovino(55), e se possono avere 
un ruolo nella trasmissione interspecie in animali liberi al pascolo. 
Un altro aspetto importante legato al pascolo è relativo all’associazione tra caratteristi-
che del suolo e malattia. In Australia attraverso un cross-sectional study è stata eviden-
ziata un’associazione positiva tra alta prevalenza della malattia negli ovini e terreni ric-
chi di carbonio organico, argilla e ferro e basso contenuto di sabbia e azoto(56). L’ipotesi 
è che queste caratteristiche del terreno possano influenzare la sopravvivenza di Map 
attraverso la disponibilità di elementi nutritivi; inoltre, l’adesione di Map alle particelle 
di argilla permette al microrganismo di rimanere sulla superficie del terreno ed essere 
facilmente ingerito dal potenziale ospite.

Misure di controllo proposte per ridurre il rischio
La misura consigliata per eliminare il rischio è di non eseguire il pascolo. Se non è pos-
sibile, in subordine, è consigliata la recinzione del pascolo per limitare i contatti con gli 
animale selvatici ed evitare il pascolo promiscuo con altri allevamenti. In alternativa, 
si consiglia di condividere il pascolo con animali di allevamenti di cui è conosciuto lo 
stato sanitario. Infine, far sì che gli animali possano abbeverarsi con acqua pulita e 
non nelle pozze(57).

A
VI

Comportamento o intervento fortemente raccomandato in base all’opinione di esperti

Concimazione organica dei prati e pascoli
Un terzo rischio è rappresentato dallo spargimento di deiezioni non adeguatamente 
fermentate, per concimare terreni destinati alla produzione foraggera o a pascolo. 

Misure di controllo proposte per ridurre il rischio
Disperdere solo materiale adeguatamente fermentato. Eseguire l’operazione durante 
il periodo invernale o interrare con aratura. 

A
VI

Comportamento o intervento fortemente raccomandato in base all’opinione di esperti

Seme di toro infetto o contaminato ed embrio-transfer (E.T.)
È risaputo che il seme di toro può essere infetto da Map(58). L’EFSA(59), su specifico que-
sito della Commissione europea, ha espresso nel 2004 un’opinione, precisando che il 
seme di toro può essere infetto o può essere contaminato, al momento del prelievo, 
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con Map; e che biologicamente non si può escludere che l’infezione si possa trasmet-
tere con il seme, al momento della fecondazione, anche se attualmente non si può 
dimostrare. 
Per quanto riguarda l’embrio-transfer, è stata indagata come possibile modalità di tra-
smissione dell’infezione. Micobatteri sono stati isolati da flushing di uteri di vacche 
donatrici infette anche dopo 10 lavaggi in vitro(60). Inoltre, è stata dimostrata la presen-
za di Map nelle corna uterine di donatrici naturalmente infette in fase asintomatica. 
Nonostante ciò si ritiene che l’impianto di embrioni lavati, come raccomandato dall’In-
ternational Transfer Society, in riceventi sane sia da considerare a basso rischio(61). 

Misure di controllo proposte per ridurre il rischio
Al fine di ridurre il rischio di avere un toro infetto da Map, in un Centro di FA è buona 
norma che vengano rispettate le indicazioni presenti nel documento EFSA: l’anima-
le deve provenire da un allevamento negativo o con bassa prevalenza di infezione 
(<5%), certificato sulla base di ripetuti controlli annuali(62). Inoltre, deve essere rispet-
tato il protocollo Assogene, predisposto in accordo con il Centro di referenza nazio-
nale per la paratubercolosi, relativo agli esami da effettuare prima dell’ingresso di un 
torello in Centro genetico e agli esami da eseguirsi presso il centro tori(63). Per quanto 
riguarda l’embrio-transfer, gli embrioni devono provenire da vacche allevate in alleva-
menti certificati negativi, le donatrici e le riceventi devono essere negative per anticor-
pi e negative all’esame colturale o PCR sulle feci.

A
VI

comportamento o intervento fortemente raccomandato in base all’opinione di esperti

Ingresso in allevamento di automezzi e visitatori
I principali fattori di rischio sono rappresentati: i) dal trasporto di animali su automezzi 
non adeguatamente lavati e disinfettati, con presenza di lettiera contaminata da feci 
di animali infetti; ii) ingresso di automezzi in stalla per caricare o scaricare bestiame 
(questo rischio è sempre legato alla presenza di lettiera contaminata); iii) ingresso di 
visitatori con calzari sporchi di materiale fecale. 

Misure di controllo proposte per ridurre il rischio
Deve essere ridotto al minimo necessario l’accesso di persone e veicoli nelle stalle e, 
comunque, solo in caso di necessità e rispettando precisi vincoli. Gli automezzi non 
devono poter accedere all’area degli allevamenti: per questo motivo è opportuno pre-
disporre un’area delimitata per l’accesso degli automezzi “zona sporca” e impedire 
fisicamente l’accesso alla zona di allevamento (figura 5.3), utilizzando delle barriere 
(per esempio: siepi, sbarre, cancelli). Un’ulteriore misura precauzionale è rappresen-
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tata dalla disinfezione degli automezzi, come avviene negli allevamenti avicoli e di 
suini. Inoltre, è opportuno limitare le visite di personale di altri allevamenti. Gli estra-
nei devono indossare un abbigliamento adeguato, in particolare sopravvesti e calzari 
monouso o camici e stivali puliti forniti dall’allevatore.

A
VI

Comportamento o intervento fortemente raccomandato in base all’opinione di esperti

Figura 5.3 Misure di controllo per ridurre il rischio epidemiologico in allevamento

Partecipazione a mostre e aste di bestiame 
Gli animali che partecipano a mostre o aste di bestiame possono infettarsi con Map 
e al loro ritorno possono veicolare l’infezione all’interno dell’allevamento. I principali 
fattori di rischio sono rappresentati dalla mancata applicazione di adeguate misure di 
biosicurezza, come: la separazione degli spazi destinati agli animali di diverso indirizzo 
produttivo (carne e latte), di diversa provenienza, di diversa età e di altra specie. 

Misure di controllo proposte per ridurre il rischio
Evitare la partecipazione se non ci sono garanzie sanitarie.

A
VI

Comportamento o intervento fortemente raccomandato in base all’opinione di esperti
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Tabella 5.4 Analisi del rischio di introduzione dell’infezione

Rischio Fattori di rischio Misure di controllo proposte
per ridurre il rischio

Acquisto di 
animali

da allevamenti:
•	 infetti ad alta prevalenza (>5%)
•	 infetti a bassa prevalenza (<5%)
•	 con stato sanitario sconosciuto

•	 evitare l’acquisto
•	 acquistare da un allevamento 

certificato
•	 richiedere un test sierologico su un 

numero rappresentativo di animali 
•	 eseguire un test PCR su feci di massa 

(campione fecale ambientale)
•	 nei casi descritti sugli ultimi due punti 

acquistare solo se il test è negativo

Pascolo contatto tra animali giovani sani e 
animali domestici di allevamenti 
infetti o selvatici infetti
abbeverata con acqua contaminata 
(pozze)

•	 non eseguire il pascolo
•	 recinzione del pascolo ed evitare la 

promiscuità di animali di allevamenti 
infetti

•	 abbeverata con acqua corrente

Concimazione 
organica dei 
prati e pascoli

dispersione sul pascolo di liquame o 
letame non adeguatamente fermen-
tato

•	 spargere solo letame adeguatamente 
fermentato e durante il periodo 
invernale interrarlo con aratura

Seme e 
embrioni 
infetti

seme di toro infetto o contaminato al 
momento del prelievo 
embrioni infetti

•	 seguire i suggerimenti EFSA
•	 applicare il protocollo Assogene
•	 gli embrioni devono provenire da 

allevamenti certificati negativi 
•	 le donatrici e le riceventi devono essere 

negative per anticorpi e negative 
all’esame colturale o PCR 

Ingresso di 
automezzi e 
visitatori

ingresso libero di automezzi e 
visitatori

•	 limitare gli accessi
•	 creare percorsi obbligati e posizionare 

barriere
•	 se necessario disinfettare gli automezzi
•	 fornire materiale monouso (camici e 

stivali) ai visitatori

Partecipazione 
a mostre e aste 
di bestiame 

mancata applicazione di 
adeguate misure di biosicurezza 
(separazione degli spazi destinati 
agli animali di diverso indirizzo 
produttivo (carne e latte), di 
diversa provenienza, di diversa età 
e di altra specie. 

•	 evitare la partecipazione se non ci 
sono garanzie sanitarie
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5.5 Fattori di rischio per la diffusione dell’infezione in 
allevamento

Nel momento in cui l’infezione entra in allevamento è indispensabile individuare le vie 
di diffusione, i fattori di rischio coinvolti nella trasmissione dell’infezione e conoscere 
quali sono le misure atte a ridurre il rischio:

1.	 via intrauterina (transplacentare)

2.	 assunzione di colostro e latte, infetto o contaminato

3.	 contaminazione ambientale

Trasmissione intrauterina (transplacentare)
Il 9% (6-14%, i.c. 95%) dei feti di vacche con forma subclinica e il 39% (20-60%, i.c. 
95%) dei feti di vacche con forma clinica, sono infetti(64). Vi è pertanto un elevato rischio 
di avere vitelli infetti anche quando si impianta un embrione sano su riceventi infette. 

Misure di controllo proposte per ridurre il rischio
È necessario verificare l’opportunità di utilizzare le vitelle, nate da madri infette, per 
la rimonta aziendale. La vitella figlia di una vacca positiva ha un rischio superiore di 
essere a sua volta infetta, rispetto a una vitella nata da una vacca sana. 

A
VI

Comportamento o intervento fortemente raccomandato in base all’opinione di esperti

Trasmissione attraverso la somministrazione di colostro e latte infetto o 
contaminato
È stato dimostrato che più del 35% delle bovine con forma clinica e più del 10% con 
forma subclinica eliminano i micobatteri attraverso questi secreti(65-66). Pertanto, il co-
lostro e il latte rappresentano un fattore di rischio nella trasmissione dell’infezione, 
anche se non sembra essere il più importante(67).
La contemporanea presenza nel colostro dei micobatteri degli anticorpi specifici pro-
voca l’aggregazione di questi ultimi in immunocomplessi, che vengono facilmente 
attaccati dai macrofagi. Ciò costituisce il primo stadio patogenetico dell’infezione(68). 
Anche per quanto riguarda la somministrazione di latte vaccino è necessario fare alcu-
ne considerazioni. Questa pratica è apparentemente antieconomica, ma abbastanza 
diffusa nelle aziende, in quanto permette di ridurre il costo della manodopera e di 
acquisto di latte in polvere. Alcuni allevatori somministrano latte individuale di animali 
in terapia, oppure lo conservano acidificato in cisterne; in alternativa, viene utilizzato 
latte di massa. Queste scelte gestionali sono considerate ad alto rischio, nel primo caso 
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perché l’animale da cui si preleva il latte può essere infetto ed escretore, nel secondo 
e terzo caso il rischio è subordinato al numero di animali infetti presenti in azienda e 
dallo stato clinico degli stessi al momento del prelievo. Ovviamente i rischi maggiori 
si hanno in presenza di animali subclinici ad alta escrezione di micobatteri o ancora 
peggio se vi sono animali con forma clinica. 
Il colostro e il latte, come già detto, sono vie di escrezione di Map in bovine infette, 
ma questi secreti possono anche essere contaminati dal microrganismo. Ciò avviene 
quando il prelievo viene eseguito senza un’adeguata pulizia dei capezzoli (figura 5.5). 
Il rischio viene esaltato nel caso di allattamento naturale, utilizzando vacche a fine lat-
tazione (figura 5.6).

Misure di controllo proposte per ridurre il rischio
Per ridurre il rischio è necessario costituire e utilizzare la banca del colostro congelato. 
Il prelievo deve essere fatto da animali presenti in azienda risultati ripetutamente ne-
gativi ai test diagnostici. La vitella deve assumere il colostro di un solo animale nega-
tivo, meglio se della madre. Buona norma è tenere traccia di quale animale ha fornito 
il colostro alla vitella, in quanto se successivamente quell’animale risulterà infetto si 
potrà risalire alle vitelle a cui è stato somministrato. Per evitare la contaminazione, il 
colostro deve essere prelevato da una mammella rasata e pulita. Un’ulteriore misura 
può essere la pastorizzazione del colostro, tenendo però presente che non è risolutiva, 
in quanto non è in grado di uccidere tutti i micobatteri e, inoltre, riduce la quantità 
di IgG presenti. Per quanto riguarda il latte si consiglia di utilizzare quello in polvere 
ricostituito.

A
VI

Comportamento o intervento fortemente raccomandato in base all’opinione di esperti
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Figura 5.5 Mammella in scarse condizioni igieniche

Figura 5.6 Allattamento naturale in scarse condizioni igieniche
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Contaminazione ambientale
Feci di animali infetti ad alta escrezione contaminano pesantemente acqua, alimento 
e ambiente. Queste fonti assumono un ruolo centrale nella trasmissione dell’infezione 
in animali recettivi. I principali rischi sono concentrati nelle prime 6 settimane di vita 
del vitello, ma rimangono alti per tutto il periodo di svezzamento, fino all’anno di età. 
L’esposizione del vitello durante le prime 6 settimane nei confronti di feci di bovini 
adulti ha una Odds ratio di 30.5(69). 
Durante questo periodo il primo fattore di rischio è rappresentato dalla sala parto. 
Questa è normalmente costituita da un box unico, con una lettiera permanente che 
viene rinnovata mediante l’aggiunta di paglia pulita. Nella sala parto stazionano nor-
malmente più animali, quelli in attesa del parto e quelli che hanno già partorito. 
La pulizia di questo box è periodica, ma non dopo ogni parto e quasi mai si interviene 
con una disinfezione (figure 5.7 - 5.8). 

Figura 5.7 Sala parto, box unico dove stazionano animali in attesa del parto e animali 
che hanno già partorito
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Figura 5.8 Sala parto in cattive condizioni igieniche

Nella maggior parte dei casi il parto è assistito e la vitella viene allontanata subito dalla 
madre, vi sono però delle eccezioni, in particolare durante i parti notturni. Ogni pro-
lungamento di situazioni di promiscuità tra vitelli e animali adulti esalta il rischio di 
trasmissione, in quanto aumenta la probabilità che la vitella venga a contatto con le 
feci di animali infetti. La probabilità che una vitella si infetti alla nascita è altamente 
condizionata dalla gestione della sala parto, dal numero di animali infetti presenti al 
momento della nascita e dal loro livello di escrezione. 
Groenendaal e collaboratori(70) hanno quantificato il rischio in una simulazione di pia-
no di controllo. Sulla base di questo studio è emerso che la probabilità che una vitella, 
nata da madre non infetta, in presenza di una o più vacche infette a bassa escrezione, 
si infetti alla nascita è pari al 2,5%. Questa percentuale cresce al 10% in presenza di una 
o più vacche infette ad alta escrezione. In caso di madre infetta a bassa escrezione e in 
presenza di una o più vacche infette a bassa escrezione, la probabilità che la vitella si 
infetti alla nascita è pari al 20%; questa percentuale cresce al 50% in presenza di una o 
più vacche infette ad alta escrezione. Infine, in caso di madre infetta ad alta escrezione 
o con malattia clinica, la probabilità che la vitella si infetti è pari al 95%, indipenden-
temente dal numero e dal grado di escrezione delle vacche infette presenti nel box 
(tabella 5.9). 
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Tabella 5.9 Probabilità di infezione del vitello alla nascita

Stato sanitario della madre Allevamento infetto

Una o più vacche a 
bassa escrezione

Una o più vacche ad 
alta escrezione

Non infetta 2,5% 10%

Infetta a bassa escrezione 20% 50%

Infetta ad alta escrezione ---- 95%

Misure di controllo proposte per ridurre il rischio
Usare la sala parto solo per il periodo strettamente necessario al parto; evitare l’uti-
lizzo della sala parto come infermeria; usare possibilmente box singoli di adeguate 
dimensioni(71); in alternativa, garantire almeno la separazione degli animali positivi 
da quelli negativi al test ELISA eseguito preferibilmente alla messa in asciutta; assicu-
rare sempre una lettiera pulita e asciutta, eliminando letame e lettiera sporca dopo 
ogni utilizzo; tosare e lavare le mammelle prima del parto; separare alla nascita i vitelli 
dagli adulti, in ogni caso entro le 12 ore, e stabularli in gabbiette singole.

A
VI

Comportamento o intervento fortemente raccomandato in base all’opinione di esperti

Il rischio prosegue per tutta la fase di svezzamento e post-svezzamento. I vitelli dopo-
la nascita, per i primi 30-60 giorni, sono generalmente alloggiati in box singoli (figura 
5.10), poi in box collettivi (figura 5.11). Qui rimangono per tutta la fase di svezzamento 
che avviene intorno ai 70-80 giorni e per tutta la fase post-svezzamento. In queste due 
fasi il rischio è legato alle carenze igieniche gestionali dei box e alla somministrazione 
di alimenti contaminati. Non sempre i box vengono puliti, lavati e disinfettati prima di 
introdurre un nuovo vitello. Spesso sono posti in prossimità della concimaia o sono 
posizionati su un grigliato dal quale può tracimare il liquame degli animali adulti; infi-
ne, quasi mai l’allevatore ha l’accortezza di applicare le misure di biosicurezza minime 
rappresentate dall’utilizzo di indumenti e calzari puliti ed evitare che le attrezzature 
che servono per la somministrazione dell’alimento (secchi, tettarelle, badili, forche)   
siano contaminate con materiale fecale di animali adulti. 
Ulteriore fattore di rischio è rappresentato dalla trasmissione dell’infezione tra animali 
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Figura 5.10 Vitelli in fase di svezzamento alloggiati in box singoli

Figura 5.11 Vitelli in fase di post-svezzamento alloggiati in box collettivi
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giovani(72-73) infatti è stato dimostrato che il 3% dei vitelli a 8 mesi sono in grado di eli-
minare Map con le feci(74). 

Misure di controllo proposte per ridurre il rischio
Evitare la contaminazione fecale di alimenti e acqua d’abbeverata; somministrare lat-
te ricostituito o pastorizzato, evitando l’utilizzo di latte di scarto; evitare il contatto 
diretto e indiretto dei vitelli con gli adulti e le loro feci (allevare le vitelle in reparti se-
parati, utilizzare attrezzature separate o adeguatamente pulite e disinfettate, pulizia 
delle calzature); costituire box con animali di età omogenea tenendo separate le vitel-
le figlie di vacche infette da quelle figlie di vacche negative ai test.
Il rischio più alto si ha fino all’anno di età della vitella, successivamente intervengono 
dei fattori che rendono meno recettivo l’animale, sia all’infezione che alla malattia.  
Nei vitelli, 1,6x107 organismi sembra siano sufficienti per instaurare l’infezione e que-
sta quantità può essere facilmente presente in 2 gr di feci. Negli animali da rimonta e 
negli animali adulti la quantità di microrganismi necessari è superiore anche se non 
definita(75). Pertanto, in condizioni di scarsa igiene, quindi in presenza di un’elevata 
carica infettante, non si può escludere che anche questi animali possono infettarsi e 
successivamente manifestare la forma clinica. 

A
VI

Comportamento o intervento fortemente raccomandato in base all’opinione di esperti
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Animali da rimonta
Realizzare e mantenere la suddivisione dei gruppi per età; evitare il contatto diretto 
e indiretto con gli adulti e le loro feci (allevare le manze in reparti separati, utilizzare 
attrezzature separate o adeguatamente pulite e disinfettate, utilizzare calzature pu-
lite); evitare la contaminazione fecale di alimenti e acqua d’abbeverata; evitare l’ali-
mentazione della rimonta con foraggi sui quali, in campo, sia stato fatto spandimento 
di liquami e letame, se non nelle condizioni di sicurezza (stoccaggio e fermentazione 
delle deiezioni prima dello spandimento, interramento in campo mediante aratura); 
impiegare attrezzature differenti per la pulizia degli ambienti di stabulazione e per la 
somministrazione di alimenti; non alimentare la rimonta con i residui di mangiatoia 
dei soggetti adulti.

Per quanto riguarda gli animali adulti
Evitare la contaminazione fecale di alimenti e acqua d’abbeverata; privilegiare l’alle-
vamento in cuccette, con fondo in materiale inorganico, al fine di limitare la possibile 
assunzione alimentare di paglia della lettiera; evitare ristagni di acqua, urine e liquami 
sul pavimento, onde evitare la possibilità, da parte delle bovine, di bere liquidi conta-
minati; isolare tutti i soggetti con forme cliniche di paratubercolosi, eliminandoli il più 
presto possibile (i casi sospetti dovranno comunque essere isolati e sottoposti tem-
pestivamente a test di laboratorio); eliminare i capi risultati positivi ai test; identificare 
la discendenza di vacche che abbiano manifestato forme cliniche e/o siano risultate 
positive ai test e che vanno quindi considerate e gestite come sospette infette.

A
VI

Comportamento o intervento fortemente raccomandato in base all’opinione di esperti
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In tabella 5.12 vengono elencati i fattori di rischio per la diffusione dell’infezione in 
allevamento e le relative misure di controllo atte a ridurre il rischio.

Tabella 5.12 Analisi del rischio di diffusione dell’infezione in allevamento

Rischio Fattori di rischio Misure di controllo proposte
per ridurre il rischio

Trasmissione 
transplacentare

•	 vacche infette con forma clinica 
o subclinica

•	 per la rimonta utilizzare solo vi-
telle nate da vacche sane

Sala parto

•	 far partorire le bovine in un box 
unico indipendentemente dal 
loro stato sanitario

•	 usare l’infermeria come sala 
parto

•	 scarsa igiene del parto e ritar-
data separazione della vitella 
dalla madre

•	 box singoli
•	 due o più box gestiti secondo 

regole sanitarie
•	 igiene: pulizia della regione pe-

rianale e delle mani dell’opera-
tore e delle attrezzature

•	 separare immediatamente la vi-
tella dalla madre

Allattamento - 
svezzamento

•	 somministrazione di colostro o 
latte infetto o contaminato

•	 contatto con feci di animali 
adulti

•	 colostro di madre negativa o 
banca del colostro

•	 prelevare il colostro dopo aver 
rasato e pulito la mammella

•	 latte ricostituito 
•	 utilizzare gabbiette singole

Reparto 
rimonta •	 contatto con animali adulti

•	 costituire box di età omogenea
•	 evitare contatti con animali 

adulti
•	 impiegare attrezzature differen-

ti per la pulizia degli ambienti 
e per la somministrazione di 
alimenti

•	 non somministrare residui di 
mangiatoia dei soggetti adulti

Animali adulti •	 contaminazione fecale di ali-
menti e acqua d’abbeverata

•	 evitare la contaminazione feca-
le di alimenti e acqua d’abbeve-
rata

•	 isolare tutti i soggetti con forme 
cliniche e gli animali identificati 
dai test come alti escretori

•	 eliminare gli animali escretori
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6. Diagnosi

Spesso il veterinario clinico nella sua quotidiana attività professionale ha bisogno di 
monitorare la situazione sanitaria di una popolazione o sente la necessità di rafforzare 
la sua diagnosi; in questi casi normalmente ricorre al laboratorio di analisi. 
In questo suo agire egli deve essere consapevole che non esistono test di laboratorio 
perfetti: infatti, ognuno genera una percentuale nota, variabile a seconda del test e del 
valore soglia attribuito e dello stato clinico dell’animale, di falsi positivi e falsi negativi. 
Sulla base di queste conoscenze il clinico, se necessario aiutato dal medico di labo-
ratorio, deve individuare quale test è in grado di apportare elementi utili allo scopo 
richiesto e, sulla base di un’interpretazione probabilistica, deve avere chiara l’azione 
che prenderà nel caso il risultato rimanga all’interno dell’intervallo di riferimento o si 
discosti da esso. 
In questo ragionamento, che costituisce una fase importante nella complessità del 
processo diagnostico, è di grande aiuto la Evidence Based Medicine (EBM), scienza che 
insegna a porsi dei dubbi, a trasformare i dubbi in domande e, infine, a trovare le mi-
gliori risposte. Queste risposte si basano sulla costante ricerca delle migliori evidenze, 
rappresentate da qualsiasi dato o informazione forte o debole, utile alla comprensione 
del problema, ottenuto attraverso la ricerca osservazionale o sperimentale o, in alter-
nativa, dall’esperienza condivisa di esperti del settore. 
Al fine di semplificare quanto detto fin qui, possiamo affermare che il veterinario cli-
nico, quando ricorre al laboratorio, per cercare di dirimere i suoi dubbi, deve porsi le 
seguenti domande: 

1.	 il test scelto è riconosciuto efficace ed è in grado di fornirmi informazioni utili 
per monitorare la situazione sanitaria, per confermare o escludere la mia dia-
gnosi o per impostare dei piani sanitari di intervento 

2.	 il costo del test è equo e sostenibile rispetto al risultato atteso

3.	 che tipo di campione devo inviare al laboratorio per eseguire quel test

4.	 qual è la dimensione campionaria necessaria per far sì che il test dia informa-
zioni attendibili

5.	 quali animali devo campionare

6.	 quando devo prelevare il campione

7.	 come lo devo prelevare

8.	 come lo devo conservare ed entro quanto tempo lo devo consegnare al labo-
ratorio
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È possibile dare una risposta a queste domande attraverso il processo di valutazione 
dell’appropriatezza degli esami di laboratorio. In questo processo prenderemo in con-
siderazione i fattori pre-analitici, analitici e post-analitici, che condizionano i risultati 
del test e la sua interpretazione clinica. 
I test che verranno analizzati sono quelli disponibili e maggiormente utilizzati per la 
diagnosi diretta e indiretta, di mandria e individuale, di paratubercolosi e precisamen-
te: esame microscopico, esame colturale, PCR e qPCR, intradermoreazione, gamma 
interferone (IFN-γ), ricerca anticorpi su siero di sangue (ELISA; AGID) e latte (ELISA).
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6.1 Fattori pre-analitici 

I quesiti sono rappresentati da: 

1.	 scelta del test;

2.	 matrice da prelevare; 

3.	 individuazione degli animali da testare.

Scelta del test
Viene fatta 

I.	 sulla base delle prestazioni del test(76) (accuratezza/precisione); 

II.	 in base alle informazioni che dal test si desidera ricevere; 

III.	 in funzione del costo del test.

Esame microscopico (Ziehl-Neelsen)
Può essere eseguito su feci o organi e i micobatteri si presentano come aggregati ba-
stoncellari di colore rosso (figura 6.1). Questo test è caratterizzato da una bassa sensibi-
lità, infatti la soglia per evidenziare un campione positivo è molto alta (105-106 ufc/gr.). 
Anche la specificità è bassa, in quanto nel campione prelevato possono essere presenti 
altri micobatteri ambientali che possono dare una reazione di falsa positività. È un test 
rapido e semplice, pertanto economico. Il risultato è qualitativo e viene espresso come 
positivo o negativo. 

Suo utilizzo nella pratica clinica
Sulla base delle sue prestazioni si ritiene che debba essere riservato per la diagnosi di 
casi clinici. In ogni caso, si ritiene che i positivi debbano essere confermati con altri test, 
come per esempio PCR o esame colturale.
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Figura 6.1. Esame microscopico, colorazione di Ziehl-Neelsen

Esame colturale 
Può essere eseguito su feci, tessuti, latte, sperma. È in grado di individuare i soggetti 
escretori del microrganismo. È caratterizzato dalla massima sensibilità tra i test dispo-
nibili, 60±5%(77) (soglia 103-104 ufc/gr). 
In caso di positività, i ceppi a lenta crescita, mycobactin dipendenti e acido/alcol resi-
stenti, devono essere confermati con PCR. I due test utilizzati in serie hanno una spe-
cificità pari al 99.9±0,1%. 
Tuttavia sono segnalati rari casi di falsi positivi in quanto l’isolamento del microrgani-
smo non necessariamente indica che l’animale è infetto; infatti, può essere un sempli-
ce transito del batterio attraverso l’apparato digerente, dovuto alla forte contamina-
zione ambientale(78). Inoltre, sono segnalati casi di campioni falsi negativi a seguito di 
presenza di M. porcinum che inibisce la crescita di Map(79). 
Poiché Map è a lenta crescita, il test colturale richiede molto tempo prima di dare l’esito 
finale. Normalmente i primi campioni positivi vengono evidenziati dopo 1 mese di 
incubazione. Come bene si evidenzia nel grafico 6.2 i campioni di animali alti escretori 
(H) si positivizzano prima rispetto ai medi escretori (M) e ai bassi escretori (L). Per tale 
ragione, l’esito negativo non può essere dato prima dello scadere delle 16 settimane 
di incubazione.
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Grafico 6.2. Tempi di positivizzazione delle colture fecali (n=316)
Fonte: dott.ssa Arrigoni N. (2002) IZSLER, Sezione di Piacenza

Il risultato dell’esame colturale è qualitativo e semiquantitativo, in quanto permette 
di numerare le colonie cresciute e classificare l’animale nelle varie categorie in base al 
livello di escrezione del microrganismo(80) (tabella 6.3). 

Tabella 6.3 Livelli di escrezione

Basso escretore Moderato escretore Alto escretore Molto alto escretore

<10 ufc/tubo 10-50 ufc/tubo 51-100 ufc/tubo >100 ufc/tubo

Un animale basso o medio escretore può mantenere tali condizioni per un periodo 
indeterminato, mentre un alto escretore ha una buona probabilità di manifestare la 
forma clinica entro 6-12 mesi(81). 

Per il rilevante valore prognostico, il numero di colonie deve essere sempre riportato 
nel rapporto di prova emesso dal laboratorio.

Campioni di animali 
H = alti escretori		  M = medi escretori		 L =  bassi escretori
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Oltre ai lunghi tempi di esecuzione, l’esame colturale ha un altro evidente limite, rap-
presentato dal fatto che la metodica è poco standardizzata e pertanto richiede ele-
vata professionalità del microbiologo. Inoltre, l’esame colturale richiede un prelimi-
nare trattamento del campione, questo per eliminare i microrganismi contaminanti, 
particolarmente abbondanti nelle feci. La decontaminazione, se eccessiva provoca la 
morte anche del micobatterio, se troppo blanda porta all’inquinamento del terreno; 
in entrambi i casi, il lavoro per la ricerca di Map è vanificato. In considerazione della 
manualità richiesta e della durata dell’incubazione, il test è molto costoso e richiede 
personale addestrato.
I metodi di coltura in terreno liquido sono caratterizzati da maggior sensibilità rispetto 
ai terreni solidi, inoltre permettono una risposta molto più rapida (6 settimane per il 
bovino), ma il loro utilizzo non è molto diffuso in Italia (82). Anche questo protocollo 
fornisce una valutazione semi-quantitativa (83), seppur meno precisa.
Suo utilizzo nella pratica clinica: è consigliato per la diagnosi individuale (conferma di 
un sospetto clinico o subclinico). 

PCR e qPCR
La Polymerase Chain Reaction (PCR) e la quantitative real-time polymerase chain reac-
tion (qPCR) sono due metodiche di biologia molecolare, di relativa recente introdu-
zione. Entrambe possono essere eseguite su feci, tessuti, latte e sperma ed entrambe 
sono in grado di individuare i soggetti escretori del microrganismo. Le prestazioni del-
la PCR e della qPCR (sensibilità e specificità) sono paragonabili o leggermente inferiori 
all’esame colturale. 
La PCR è caratterizza da una discreta sensibilità in particolare per i medi e alti escretori, 
qualche limite si ha invece sui bassi escretori; il valore soglia della metodica è di 102-104 
ufc/gr. Un altro fattore che limita la sensibilità della PCR è rappresentato dalla possibi-
le presenza nel campione di inibitori dell’amplificazione. Per evitare di emettere esiti 
errati (falsi negativi) è necessario che il laboratorio inserisca sempre nella prova un 
controllo di amplificazione. 
Il risultato è qualitativo e pertanto viene espresso come positivo o negativo. Utilizzan-
do il test colturale su feci come gold-standard la PCR qualitativa ha evidenziato i valori 
di sensibilità riportati in tabella 6.4.



53

> LINEE GUIDA    
LG in vet 2

53Diagnosi

Tabella 6.4 Valori di sensibilità della PCR qualitativa, IC 95%

Bassi escretori Medi escretori Alti escretori Riferimenti bibliografici

67,0% 73,0% 96,0% Stefani E. et al. (84)

57,1%

(41,0-72,3)

75,0%

(34,9-96,8)

100,00%

(80,5-100,0)
Clark D.L. et al. (85)

Come nel caso dell’esame colturale, anche con questa prova ci possono essere dei falsi 
positivi, in quanto il metodo può rilevare un semplice transito di Map attraverso l’ap-
parato digerente, dovuto alla forte contaminazione ambientale. Sono segnalati anche 
casi di falsi positivi per fenomeni di cross contaminazione (trasferimento di frammenti 
di DNA dal campione precedente positivo al successivo negativo). Inoltre, poiché vie-
ne messo in evidenza il genoma batterico la positività non indica la vitalità del micror-
ganismo, ma solo la presenza. 
Questa metodica necessita di attrezzature particolari e di personale specializzato, per 
tali ragioni è costosa. Ha però un grande vantaggio rispetto all’esame colturale: la ve-
locità di esecuzione. Infatti, in 24-48 ore si può avere la risposta. 
Per la qPCR vale quanto detto sopra, ma ha dimostrato avere alcuni evidenti vantaggi 
rispetto alla PCR: è più veloce, è più sensibile, è più specifica; inoltre, oltre a essere 
qualitativa ha la possibilità di esprime un valore quantitativo, in quanto vi è un rap-
porto inversamente proporzionale tra la quantità di DNA estratto e quindi il numero di 
batteri e il numero di cicli di amplificazione (Ct) necessari per evidenziare la positività. 
Confrontando il valore Ct con uno standard è possibile esprimere una stima di quan-
ti batteri sono presenti(86). Questa informazione, come nel caso dell’esame colturale, 
delinea il livello di escrezione e fornisce utili informazioni di tipo epidemiologico e 
prognostico. Il nome stesso della metodica chiarisce che l’amplificazione del DNA è 
visibile in tempo reale su un computer e le curve, oltre il valore soglia, indicano la rea-
zione rispetto al ciclo di amplificazione (fig. 6.5).

Suo utilizzo nella pratica clinica
è consigliata nella diagnosi individuale (conferma di un sospetto clinico o subclini-
co, conferma di ceppi isolati in coltura, diagnosi post-mortem, controllo per compra-
vendita/esportazione). Inoltre può essere utilizzata per la diagnosi in allevamento 
mediante l’esame di materiale fecale prelevato nella corsia di alimentazione dopo la 
mungitura, nel box delle vacche fresche, nella vasca di raccolta delle deiezioni.
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Grafico 6.5 Real-time PCR

Prova intradermica 
È un test in vivo e si esegue inoculando a livello intradermico sulla spalla una protei-
na derivata purificata (PPD). Il test è basato sull’evocazione di una risposta immunita-
ria d’ipersensibilità ritardata. Se l’animale è sensibilizzato da una pregressa infezione 
da Map si sviluppa una forma infiammatoria e un edema nel sito di inoculazione, che 
raggiunge la maggiore intensità dopo 48-72 ore e in seguito regredisce rapidamente. 
Questa ipersensibilità ritardata è mediata dalle cellule T sensibilizzate ed è in grado di 
individuare gli animali infetti prima che diventino infettanti; tuttavia è poco utilizzato 
nella pratica clinica per la scarsa accuratezza.
In un recente studio la specificità di questo test è stata di 0.888, 0.913 e 0.935 con una 
reazione di >2 mm, >3 mm e >4 mm rispettivamente; non è stata invece calcolata la 
sensibilità(87). Alcuni paesi non permettono l’impiego di questo test in quanto può sen-
sibilizzare gli animali e dare problemi di cross reazione con la PPD derivata da M. bovis, 
utilizzato per la diagnosi della tubercolosi bovina.

Suo utilizzo nella pratica clinica
Poco o nulla utilizzato.
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Gamma-interferone (IFN- γ)
Il IFN-γ è una citochina che viene prevalentemente rilasciata dai linfociti T dopo sti-
molazione antigenica e gioca un ruolo importante nella risposta immunitaria verso i 
micobatteri come maggior fattore d’attivazione macrofagica.
È un test immunoenzimatico (BOVIGAMTM) in grado di misurare la produzione, da parte 
dei linfociti, stimolati in vitro di IFN-γ. 
Analogamente al test dell’intradermoreazione, è in grado di individuare gli animali in-
fetti prima che diventino infettanti. La matrice su cui si esegue il test è rappresentata 
da un campione di sangue eparinato stimolato con Johnin PPD, o linfociti stimolati con 
cellule batteriche o estratto di Map(88). Questo è un test molto sensibile (93%) nella fase 
iniziale di infezione(89) (I stadio fig. 4.1). Pecca però di specificità (tabella 6.6) si possono 
avere infatti dei falsi positivi, specialmente nei giovani animali, che rappresentano la 
popolazione target principale(90). 

Tabella 6.6 Specificità in % e intervallo di confidenza del test IFN-γ in vitelli da 2 a 8 
mesi di età

Test/età 2 mesi 4 mesi 6 mesi 8 mesi

IFN- γ 63,9 84,7 96,6 93,2

IC 95% 50,0-76,9 74,8-94,6 91,6-100 86,2-100

Altro limite della metodica è rappresentato dal fatto che il campione deve essere tra-
sportato al laboratorio a temperatura ambiente (22°±5°) e l’esame deve iniziare entro 
6-8 ore dal prelievo(91). Il vantaggio è che gli animali infetti da Map rispondono positi-
vamente a questo test prima della comparsa di anticorpi specifici rilevabili e prima che 
diventino escretori. Non è un test utilizzato nella routine diagnostica, pertanto sono 
pochi i laboratori che lo eseguono. 

Suo utilizzo nella pratica clinica
Considerando che il test permette di individuare l’animale infetto nella fase iniziale, 
quando gli altri test falliscono può essere utilmente impiegato in un piano di risana-
mento, per controllare lo stato sanitario della rimonta. Considerata però la bassa spe-
cificità, le azioni che possono venir presente, in seguito al risultato positivo, richiedono 
una riflessione e un’attenta interpretazione post-analitica. 
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Ricerca anticorpi specifici
È uno strumento diagnostico molto apprezzato e utilizzato. Il test più in uso è l’ELISA 
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) che associa un basso costo, un’elevata automa-
zione e una buona accuratezza. Il test AGID (Agar Gel Immuno Diffusion), molto utiliz-
zato in passato, è invece ormai uscito dalla routine dei laboratori che si occupano di 
paratubercolosi, soppiantato appunto dal test ELISA. 
La ricerca anticorpi con il test ELISA ha il vantaggio che può essere eseguita su matrice 
sangue e latte. La sensibilità del test ELISA è in funzione del kit utilizzato, del cut-off 
prescelto e dello stadio di infezione dell’animale(92-93-94-95). 
Recentemente è stato eseguito uno studio(96) per valutare le prestazioni del kit “Myco-
bacterium paratuberculosis ELISA screening” (Institut Pourquier, Montpellier, Francia), 
utilizzato secondo il protocollo consigliato dalla ditta produttrice. Questo kit è validato 
sia su matrice sangue sia latte. In tabella 5 viene riportata la sensibilità del test ELISA 
applicato su sangue e latte di animali infetti in forma subclinica suddivisi in base al 
numero medio di colonie/tubo, secondo la classificazione proposta da Whitlock e coll., 
nel 2000.

Tabella 6.7 Sensibilità del test ELISA su sangue e latte

Livello di escrezione

Basso Medio Alto Media matematica I.C. 95%

siero 23 % 100 % 90 % 44 % 30,0 - 53,7 %

latte 20 % 80 % 90 % 40 % 26,4 - 54,8 %
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La specificità del test, eseguito su sangue e latte, è risultata essere del 100% (I.C. 95%: 
97,2% - 100%). Dal confronto dei risultati del test eseguito sulle due matrici si eviden-
zia una maggiore sensibilità del test eseguito su sangue, ma in ogni caso risulta un’ot-
tima concordanza tra i due, con un coefficiente pari a K=0,84. Questi dati sono stati 
confermati anche da altri autori(97).
A vantaggio del test su latte vi è la facilità di raccolta dei campioni, che possono coin-
cidere con i controlli funzionali e quindi ridurre i costi. 
Alcuni autori hanno indagato le performance di un test sierologico ELISA per eviden-
ziare la presenza di anticorpi per Map da campioni di latte di massa(98). Questi autori, 
abbassando il cut-off indicato dalla ditta produttrice del kit, hanno riscontrato in alle-
vamenti infetti, con una prevalenza superiore o uguale al 3%, una sensibilità del 85% 
e una specificità del 96%. Sulla base di questi riscontri gli stessi autori ritengono che il 
test ELISA applicato sul latte di massa non sia attendibile. 

Suo utilizzo nella pratica clinica 
considerando le caratteristiche del test ELISA (velocità di esecuzione, alto livello di 
automazione, basso costo, buona accuratezza nei confronti dei medi alti escretori di 
Map), può essere ben impiegato su singolo animale per: 
•	 eseguire indagini sul livello di prevalenza dell’infezione negli allevamenti presenti in 

un territorio e all’interno dell’allevamento
•	 individuare un allevamento infetto
•	 un piano di risanamento aziendale per individuare gli animali medi/alti escretori 

presenti e poterli poi gestire adeguatamente
•	 eventuali programmi di certificazione
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6.2 matrice da prelevare 

Il secondo fattore pre-analitico da considerare è rappresentato dal tipo di campione, 
in funzione del tipo di accertamento che si intende eseguire. In tabella 6.8 vengono 
riportate le matrici più adatte per l’esecuzione dei vari test diagnostici, in funzione di 
una diagnosi individuale o di stalla.

Tabella 6.8 Matrici più adatte per l’esecuzione dei test diagnostici

DIAGNOSI

individuale di stalla
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9)

in
di

re
tt

a IFN-γ sì

ELISA sì sì

Di
re

tt
a 

Esame
microscopico sì sì

Esame
colturale sì sì sì sì sì sì

PCR, qPCR sì sì sì sì sì sì

L’esecuzione di campioni ambientali prelevati in 3 punti (corsia di alimentazione dopo 
la mungitura, box delle vacche fresche, vasca di raccolta delle deiezioni) può essere un 
valido metodo per individuare un allevamento infetto e può essere una valida alterna-
tiva economica al test sierologico in allevamenti di grandi dimensioni.
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6.3 dimensione campionaria

Conoscere l’esatta dimensione campionaria è essenziale quando si vuole acquisire in-
formazioni sulla distribuzione dell’infezione in un territorio o in un allevamento(100-101). 
La dimensione del campione è in funzione dell’accuratezza del test impiegato (sensi-
bilità e specificità), della prevalenza attesa e del grado di confidenza che si vuole otte-
nere, cioè quel range di valori che include, con una specifica probabilità, il parametro 
che si vuole stimare e, infine, dall’errore accettato. 
Tuttavia a prescindere dal concetto sopra esposto e per semplificare la decisione del 
clinico si può affermare che:

99 per conoscere se un allevamento è infetto è sufficiente eseguire un test sierolo-
gico (ELISA), sangue o latte, su 30 bovine

99 per determinare la prevalenza di animali infetti è necessario eseguire un test 
sierologico (ELISA) e in tal caso la dimensione campionaria, calcolata su base 
statistica, è riportata in tabella 6.9

Tabella 6.9 Dimensione campionaria per determinare la prevalenza dell’infezione da 
Map

Dimensioni
allevamento

animali >36 mesi

N. minimo di bovine 
di età superiore a 36 mesi da testare

Sangue Coltura fecale

< 300 tutte tutte

301-400 tutte tutte fino a 313

401-500 tutte 324

501-600 531 332

601-700 540 338

701-800 547 342

801-900 552 345

>900 580 360
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6.4 quali animali da testare?

Sulla base delle informazioni patogenetiche riportate precedentemente gli animali da 
testare devono essere scelti in funzione delle informazioni che si desiderano acquisire 
e del tipo di test impiegato (tabella 6.10).

Tabella 6.10 Animali da testare

Informazioni Test Età degli animali

Screening di allevamento ELISA  > 36 mesi

Piano di controllo/monitoraggio su 
animali adulti ELISA  > 24 mesi

Piano di controllo/monitoraggio su 
animali giovani IFN-γ < 12 mesi

Conferma caso clinico PCR + ELISA animali clinici

Dimostrazione agente eziologico  esame colturale/PCR animale sieropositivo

6.5 prelievo, conservazione e trasporto del campione

1.	 Sangue per ricerca anticorpi: prelevare dalla vena caudale circa 5 ml  (in pro-
vetta vacutainer tappo marrone) e fare sierare a temperatura ambiente. Succes-
sivamente conservare a temperatura di refrigerazione. In caso di spedizione del 
campione con corriere è bene utilizzare contenitori termici al fine di mantenere 
la temperatura di refrigerazione, specialmente in estate.

2.	 Sangue per test IFN-γ: prelievo dalla vena giugulare rispettando le norme di 
asepsi in provette con litio-eparina (vacutainer tappo verde) il campione va 
immediatamente consegnato al laboratorio, mantenendo una temperatura di 
22±5°C, in modo da poter iniziare l’analisi entro 6-8 ore dal prelievo.

3.	 Latte individuale per ELISA: pool dei quattro quarti, circa 10 ml in provetta 
sterile. Non servono particolari accorgimenti; per motivi di costi è possibile uti-
lizzare i campioni prelevati in fase di mungitura per i controlli funzionali. I cam-
pioni possono essere conservati a temperatura di refrigerazione e consegnati 
entro 24 ore. La metodica ELISA è compatibile con l’utilizzo di sodio azide come 
conservante. In caso di spedizione del campione con corriere è bene utilizzare 
contenitori termici al fine di mantenere la temperatura di refrigerazione.
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4.	 Latte individuale per esame colturale o PCR: pool dei quattro quarti, circa 10 
ml in barattolo sterile rispettando le norme di asepsi, come nel caso di prelievo 
per diagnosi di mastite. I campioni possono essere conservati a temperatura di 
refrigerazione per 24-48 ore oppure congelati. In caso di spedizione del cam-
pione con corriere è bene utilizzare contenitori termici al fine di mantenere la 
temperatura di refrigerazione. Se il campione è stato congelato, conviene spe-
dire con ghiaccio secco. La metodica PCR è incompatibile con l’utilizzo di sodio 
azide come conservante.

5.	 Latte di massa per esame colturale o PCR: raccogliere in provetta sterile circa 
50 ml di latte dalla cisterna, dopo aver adeguatamente mescolato la massa. Per 
la conservazione e spedizione valgono le indicazioni esposte al punto prece-
dente. 

6.	 Feci: prelevare le feci con guanto dall’ampolla rettale e raccoglierle in un barat-
tolo; bastano pochi grammi (5-10 gr). I campioni possono essere conservati a 
temperatura di refrigerazione per 24-48 ore oppure congelati. In caso di spedi-
zione del campione con corriere è bene utilizzare contenitori termici al fine di 
mantenere la temperatura di refrigerazione. Se il campione è stato congelato 
conviene spedire con ghiaccio secco.

7.	 Sperma fresco/paillettes: il campione può essere conservato refrigerato o 
congelato. In caso di spedizione del campione con corriere è bene utilizzare 
contenitori termici al fine di mantenere la temperatura di refrigerazione. Per le 
paillettes il trasporto deve essere fatto in azoto liquido.

N.B. Identificare sempre il campione in maniera chiara e indelebile; inoltre, è bene ri-
cordare che la raccolta, conservazione del campione ha riflessi sul risultato del test, 
come ben evidenziato nel lavoro di Alinovi e collaboratori relativo al test ELISA(102).
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6.6 fattori analitici 

Per ottenere il giusto riconoscimento di fronte alla comunità professionale un labora-
torio deve perseguire la politica della qualità attraverso:

I.	 la conoscenza delle prestazioni dei test utilizzati; 

II.	 il controllo della qualità di processo;

III.	 il controllo della qualità analitica e di efficacia della propria azione.

I.	 La valutazione di un test non può prescindere dalla conoscenza delle presta-
zioni analitiche del test impiegato. A livello diagnostico la qualità analitica è 
importante anche se non è tutto, ma senza di essa il resto non è niente. I para-
metri importanti sono la sensibilità, la specificità, l’accuratezza e la precisione. 
La sensibilità rappresenta la probabilità che un animale infetto risulti positi-
vo al test; la specificità, invece, rappresenta la probabilità che un animale non 
infetto risulti negativo al test. L’accuratezza è rappresentata dalla quantità di 
concordanza tra il valore ottenuto dall’analisi rispetto al valore atteso di un ana-
lita, misurata attraverso un campione standard a concentrazione nota. La preci-
sione misura la dispersione dei risultati ottenuti in seguito a ripetute analisi di 
un campione. Un basso valore di dispersione indica che la metodica è precisa. 
La ripetitività e la riproducibilità sono valori che rivelano il grado di precisione 
di una metodica di analisi. La ripetibilità viene calcolata sulla base di due ele-
menti: il grado di concordanza tra due, tre repliche di ogni campione eseguite 
durante la stessa seduta di esame e la concordanza dei valori normalizzati di 
ogni campione controllo ottenuta in giornate lavorative diverse. La riproduci-
bilità è, invece, il valore di concordanza tra i risultati dei campioni analizzati in 
differenti laboratori. Un sistema di analisi può essere preciso, ma non accurato, 
se i risultati dell’analisi non concordano con i valori attesi dello standard. Ma 
non può essere accurato se non è anche preciso. Per soddisfare questi requisiti 
è necessario che il laboratorio utilizzi solo metodiche validate.

II.	 Un laboratorio che opera in qualità deve avere un controllo di processo. Deve 
pertanto operare secondo le norme ISO 17025. Le metodiche analitiche devo-
no essere aderenti agli standard internazionali ed essere eseguite secondo pro-
cedure codificate. Inoltre, il laboratorio deve essere libero da pressioni indebite, 
commerciali, finanziarie e di altra natura, suscettibili di avere influenza negativa 
sui giudizi tecnici. Non deve intraprendere attività che possano compromettere 
la fiducia nella sua indipendenza di giudizio e nella sua integrità, in relazione 
alle sua attività di prova.
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III.	 Infine, il laboratorio deve avere un controllo sulla qualità analitica e di efficacia 
della propria azione attraverso:

•	 l’esecuzione di periodici ring-trial (prove interlaboratorio) con centri di 
referenza pubblici e privati; 

•	 l’esecuzione di studi osservazionali o sperimentali, disegnati in modo da 
creare “evidenze” che costituiscono la fonte per le decisioni cliniche o per 
la scelta delle politiche sanitarie; 

•	 trial-clinici per verificare l’efficacia delle azioni messe in atto.

Per raggiungere questi obiettivi la moderna medicina di laboratorio deve fare un note-
vole sforzo per conoscere le prestazioni analitiche dei test impiegati, per eseguire una 
verifica interna ed esterna di qualità, infine per comprendere la potenza diagnostica 
degli esami effettuati, sia sul singolo caso clinico, sia nel monitoraggio su popolazioni 
di animali. 

6.7 fattori post-analitici

Come già detto, la sensibilità e la specificità indicano rispettivamente la probabilità 
che un animale malato/infetto e sano risponda positivamente o negativamente al test 
e indicano il potere discriminante del test. Questo è un parametro importante per va-
lutare le prestazioni analitiche di un test e si determina conoscendo a priori lo stato di 
salute dell’animale, una situazione questa che però non è quella di campo. 
La reale potenza clinica di un test è invece rappresentata dalla probabilità che un cam-
pione positivo al test corrisponda a un animale malato/infetto e un campione negati-
vo al test corrisponda a un animale sano: questa è l’informazione che serve al clinico e 
viene definita come potere predittivo del test.  
La potenza clinica viene espressa attraverso la determinazione del valore predittivo 
positivo e negativo. Il valore predittivo positivo (VPP) esprime la probabilità che un 
soggetto risultato positivo al test sia effettivamente malato/infetto. Il valore predittivo 
negativo (VPN) esprime la probabilità che un soggetto risultato negativo al test sia 
effettivamente sano. 
Il valore predittivo è influenzato dal potere discriminante del test, ma un ruolo impor-
tante lo gioca la prevalenza della malattia o dell’infezione nella popolazione. 
Se la prevalenza è bassa il VPP è basso, mentre il VPN è alto e viceversa. Da ciò si evince 
che, pur utilizzando lo stesso test, il valore predittivo può variare tra un allevamento e 
l’altro in funzione della prevalenza. E questo è abbastanza intuitivo: infatti, in un alle-
vamento in cui la prevalenza di infezione è pari a zero, quindi in un allevamento sano, 
il valore predittivo positivo di un test positivo è pari a zero, in quanto se sono tutti sani 
non può essere presente un animale infetto, al contrario un esito negativo ha un va-
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lore predittivo negativo pari al 100%. Analogamente in un allevamento in cui tutti gli 
animali sono tutti infetti un test positivo avrà un valore predittivo positivo pari al 100% 
e un test negativo un valore predittivo negativo pari a zero. In situazioni intermedie il 
valore predittivo positivo e negativo deve essere calcolato (grafico 6.11).

Grafico 6.11 Variazione del valore predittivo positivo (in azzurro) e del valore predittivo 
negativo (in verde) al variare della prevalenza dell’nfezione in allevamento utilizzando 
un test con sensibilità pari a 0,95 e specificità pari a 0,92.

Da quanto finora descritto emerge come la conoscenza di questi concetti di epide-
miologia siano indispensabili per le scelte sanitarie sia a livello clinico (epidemiologia 
clinica) sia per impostare politiche sanitarie (epidemiologia classica). 
L’interpretazione dell’esito del test e la conseguente gestione dell’animale sono indi-
cate nel manuale per il controllo della paratubercolosi negli allevamenti di bovine da 
latte che può essere scaricato dal sito web del Centro di referenza nazionale per la pa-
ratubercolosi, IZSLER - Sezione di Piacenza, (www.izsler.it/izs_bs/s2magazine/index1.
jsp?idPagina=441).
In tabella 6.3 è riportata la gestione degli animali sulla base dell’esito dell’esame siero-
logico ELISA e PCR, utilizzando i criteri proposti da Collins nel 2002(103).
In tabella 6.14 è riportata la gestione degli animali sulla base dell’esito dell’esame col-
turale delle feci. 
Affinché il clinico possa applicare quanto riportato nelle tabelle 12 e 13 è indispensa-
bile che il laboratorio indichi sempre sul rapporto di prova il valore S/P del test ELISA e 
il numero di colonie (ufc/tubo) rilevate con l’esame colturale.
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6.8 Gestione degli animali positivi ai test

Proposta di gestione degli animali positivi al test. 

Figura 6.12. Albero delle decisioni, diagramma del DJ model Tree
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I risultati dei test sono stati interpretati e gli animali gestiti secondo quanto riportato 
nelle tabelle sottostanti.

Tabella 6.13 Gestione degli animali sulla base dell’esito dei test ELISA e PCR. Il test ELI-
SA utilizzato è il Pourquier.

ELISA
Valore S/P Interpretazione PCR Intervento

< 0,60 negativo - mantenere in allevamen-
to per un’altra lattazione

0,60 – 0,70 dubbio - mantenere e ricontrollare

>0,70 – 1,00 debolmente positivo negativo mantenere o prevedere 
una riforma anticipata

>1,00 – 2,00 positivo positivo riforma alla messa in 
asciutta

> 2,00 fortemente positivo - riformare il più presto 
possibile

Tabella 6.14 Gestione degli animali sulla base dell’esito dell’esame colturale delle feci

Valore UFC/tubo Eliminazione 
fecale Intervento

- assente mantenere in allevamento per un’altra 
lattazione

<10 bassa mantenere, ricontrollare (valutare 
anche in funzione dell’esito ELISA)

10 - 50 moderata riformare alla messa in asciutta

>50-100 alta riformare il più presto possibile

>100 molto alta riformare immediatamente



Nella sottostante figura, gentilmente concessa dalla dott.ssa Norma Arrigoni, respon-
sabile del Centro di referenza nazionale per la paratubercolosi, vengono bene eviden-
ziati i limiti dei vari test diagnostici disponibili. Se consideriamo il rettangolo azzurro 
(la nostra mandria) avremo una parte di animali infetti rappresentati dall’ovale grigio. 
L’esame colturale evidenzia solo gli animali escretori, non da falsi positivi, ma sfuggono 
gli animali infetti non escretori e gli animali bassi escretori. La sierologia (ELISA) mette 
in evidenza una parte degli animali infetti, però dà anche alcuni falsi positivi. Il test 
gamma-interferone IFN-γ riconosce gli animali infetti giovani che sfuggono agli altri 
test ma, data la bassa specificità, dà molti falsi positivi.
Dalla figura appare evidente che solo una piccola parte degli animali infetti è ricono-
sciuta dai tre test contemporaneamente. Questo dimostra che al momento non esiste 
un test in grado da solo di evidenziare tutti gli animali infetti, pertanto è necessario 
ricorrere a un insieme di test.

Figura 6.15 Diagnosi di paratubercolosi bovina. Fonte: dott.ssa Arrigoni N. (2003) 
IZSLER, Sezione di Piacenza
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7. Interventi nelle aziende infette

Essendo la paratubercolosi una malattia cronica a lenta evoluzione, quando l’infezione 
entra in un allevamento, rimane silente per anni. La scoperta dell’infezione coincide 
generalmente con un aumento dell’incidenza di forme cliniche o a seguito di un’inda-
gine, su base campionaria. 
In un allevamento infetto ci possono essere 4 differenti strategie. In figura 7.1 sono 
rappresentati, attraverso un modello matematico, quattro possibili scenari temporali 
che si possono registrare a seconda dalla strategia messa in atto.
I quattro scenari possono essere così rappresentati:

1.	 L’allevatore, pur sapendo di avere l’allevamento infetto, non è pronto a impe-
gnarsi in un piano di controllo. In questo caso è probabile che la prevalenza 
continui a salire (linea rossa della figura 7.1). In questa situazione, è compito 
del veterinario fare opera di educazione, perché ciò facendo l’allevatore prima 
o poi attivi il piano. 

2.	 L’allevatore, venuto a conoscenza della presenza dell’infezione da Map, decide 
di intervenire solo sul’aspetto gestionale. Delle quattro descritte questa è pro-
babilmente la meno frequente. Comunque è una possibile strategia e come 
tale merita di essere descritta. L’allevatore interviene sulla gestione rimuoven-
do quei fattori di rischio, sintetizzati in tabella 3, che rappresentano la causa 
della trasmissione dell’infezione all’interno dell’allevamento. Con una strategia 
di questo tipo è plausibile che nei primi 2-3 anni la prevalenza continui a cre-
scere (linea verde della figura 7.1). Ciò è dovuto al fatto che, pur avendo inter-
rotto la trasmissione dell’infezione, gli animali infetti non vengono allontanati. 
La prevalenza comincerà a scendere dopo 3 anni, quando sarà disponibile la 
rimonta sana.

3.	 La strategia si basa esclusivamente sull’esecuzione di test di laboratorio con eli-
minazione degli animali risultati positivi. Questa strategia è la più frequente e si 
registra quando l’allevatore non ha un’adeguata sensibilità nel recepire l’impor-
tanza della gestione sanitaria della mandria e non vuole apportare modifiche 
nei processi di allevamento per motivi economici o lavorativi. Il terzo scenario 
si può riscontrare anche quando, pur modificando in parte la gestione, gli inter-
venti non siano sufficienti per abbattere i principali fattori di rischio. Con que-
sta strategia si ha un immediato abbattimento della prevalenza, conseguenza 
dell’eliminazione degli animali infetti individuati con il test. Dopo questa prima 
fase si avrà, però, un andamento ondulante, conseguenza della comparsa di 
nuove infezioni seguita dall’eliminazione degli animali positivi al test (linea az-
zurra, figura7.1). La prevalenza alla lunga tenderà a scendere, ma non si azzere-
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rà mai. Un vantaggio di questa strategia è che non si avranno forme cliniche in 
quanto gli animali che si trovano in fase subclinica avanzata verranno eliminati 
prima della comparsa della sintomatologia.

4.	 La quarta strategia è rappresentata dall’abbinamento delle strategie descritte 
al punto 2 e 3 e rappresenta la situazione ideale, ossia quando l’allevatore è 
disponibile ad apportare modifiche strutturali e gestionali. Lo scenario previsto 
con questa strategia è che la prevalenza si riduca da subito come conseguen-
za dell’eliminazione degli animali individuati infetti dai test e continui a ridursi 
fino all’azzeramento, in quanto viene bloccata la trasmissione dell’infezione ne-
gli animali della rimonta (linea verde, grafico 7.1).

Grafico 7.1 Scenari di 4 differenti programmi di controllo
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7.1 Principi di un piano di controllo per la paratubercolosi in 
allevamenti infetti

Il piano si basa su 2 obiettivi principali:

A.	 Evitare la comparsa di nuove infezioni, attraverso la:

1.	 valutazione del livello igienico sanitario dell’allevamento 
2.	 predisposizione, insieme con l’allevatore, di un piano di biocontenimen-

to nelle varie fasi produttive

•	 sala parto 
•	 vitellaia
•	 post-svezzamento 
•	 manze gravide
•	 animali adulti

B.	 Individuare precocemente gli animali infetti ed eliminare gli infettanti il prima 
possibile.

0 5 10 15 20 25 30
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7.2 Azione 1 - Valutazione del livello igienico sanitario 
dell’allevamento

La prima azione è relativa alla valutazione del livello igienico sanitario dell’allevamen-
to. L’individuazione del livello sanitario attraverso la valutazione dei fattori di rischio è 
essenziale per decidere quale piano di controllo attuare (obiettivo da raggiungere e 
strumenti diagnostici da utilizzare, gestione delle strutture e degli animali), in quanto 
non è possibile ed economicamente sostenibile proporre piani dettagliati quando non 
ci sono le condizioni di partenza che possono garantire il successo.

Sala parto
La sala parto è il punto che presenta il maggior rischio di trasmissione dell’infezione al 
vitello ed è legato alla possibilità che il vitello possa ingerire Map, presente nelle feci di 
animali adulti infetti ed eliminatori.

Obiettivo gestionale
Tenere l’ambiente pulito e asciutto e limitare il contatto del vitello con animali infetti. 

Procedure indicate
•	 usare la sala parto solo per il periodo strettamente necessario al parto
•	 evitare l’utilizzo della sala parto come infermeria
•	 usare possibilmente box singoli di adeguate dimensioni
•	 garantire almeno la separazione degli animali positivi da quelli negativi ai test ese-

guiti, preferibilmente alla messa in asciutta
•	 assicurare sempre una lettiera pulita e asciutta, eliminando letame e lettiera sporca 

dopo ogni utilizzo
•	 tosare e lavare le mammelle prima del parto
•	 separare alla nascita i vitelli dagli adulti e isolarli immediatamente entro le prime 

1-2 ore dalla nascita.

Vitelli prima dello svezzamento
Dal momento che i vitelli sono molto sensibili all’infezione, questa fase del processo 
produttivo rimane ad alto rischio. 
I fattori da considerare nella valutazione del rischio riguardano la stabulazione della 
vitella e la possibile contaminazione, diretta o indiretta, di colostro, latte, alimenti e 
acqua. 

Obiettivo gestionale
impedire il contatto delle vitelle con animali infetti e loro feci e la contaminazione fe-
cale di alimenti e acqua d’abbeverata. 
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Procedure indicate
•	 acquistare dei box o degli igloo e posizionarli in modo tale che le vitelle non possano 

avere contatti con animali adulti, con le loro feci e con animali domestici presenti 
in allevamento

•	 costituire una banca del colostro, somministrare alla vitella il colostro della madre, 
se sieronegativa, o in alternativa il colostro congelato di una bovina sieronegati-
va, tenendo traccia dell’identificativo della balia, non somministrare mai colostro 
in pool. In alternativa, è possibile ricorrere alla pastorizzazione, ben sapendo che 
non è in grado di inattivare completamente Map e inoltre riduce la concentrazione 
di IgG

•	 raccogliere il colostro rispettando le normali norme igieniche, come se si dovesse 
fare un campione di latte per esame batteriologico mastite

•	 utilizzare per l’allattamento solo latte in polvere; in alternativa, è possibile ricorrere 
alla pastorizzazione, ben sapendo che non è completamente efficace per inattivare 
Map

•	 evitare la contaminazione fecale di alimenti e acqua di abbeverata
•	 utilizzare sempre attrezzatura e indumenti puliti non imbrattati da feci

Reparto rimonta
comprende gli animali post-svezzamento e le manze fino al momento della fecon-
dazione. I fattori di rischio sono legati alla possibilità di venire a contatto e ingerire il 
micobatterio presente nelle feci di animali adulti infetti ed eliminatori. Da non sottova-
lutare anche la possibilità di trasmissione di Map tra le vitelle. 
I fattori da considerare nella valutazione del rischio riguardano la pulizia della lettiera 
e la contaminazione potenziale di alimenti e acqua. Devono essere considerare tutte 
le potenziali fonti di contaminazione fecale, inclusi: 

1.	 lo scolo di liquami degli animali adulti, verso le aree destinate alla stabulazione 
di animali giovani

2.	 la somministrazione di residui di mangiatoia di animali adulti

3.	 la condivisione dei pascoli o delle fonti di abbeverata con bovini adulti

4.	 la contaminazione della lettiera, degli alimenti e dell’acqua da parte di feci di 
animali adulti, direttamente o indirettamente attraverso utensili, attrezzature, 
ruspette, veicoli, personale.

Obiettivo gestionale
impedire il contatto delle vitelle con animali infetti e loro feci e la contaminazione fe-
cale di alimenti e acqua d’abbeverata. 
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Procedure indicate
•	 costituire box con vitelle di età omogenea, tenendo separate le vitelle nate da bovi-

ne sieropositive da quelle nate da bovine sieronegative
•	 evitare il contatto diretto e indiretto degli animali da rimonta con gli adulti e le loro 

feci
•	 allevare le manze in reparti separati, utilizzare attrezzature separate o adeguata-

mente pulite e disinfettate, pulizia delle calzature
•	 evitare la contaminazione fecale di alimenti e acqua d’abbeverata
•	 evitare l’alimentazione della rimonta con foraggi sui quali, in campo, sia stato fatto 

spandimento di liquami e letame se non nelle condizioni di sicurezza (stoccaggio 
e fermentazione delle deiezioni prima dello spandimento, interramento in campo 
mediante aratura)

•	 impiegare attrezzature differenti per la pulizia degli ambienti di stabulazione e per 
la somministrazione di alimenti

•	 non alimentare la rimonta con i residui di mangiatoia dei soggetti adulti
	

Animali adulti
Questa categoria di animali è meno recettiva all’infezione rispetto agli animali giovani. 
La possibilità di infezione comunque rimane ed è legata alla carica infettante. 
I fattori di rischio da considerare sono la pulizia della lettiera e degli abbeveratoi, la 
presenza di animali con forma clinica, la contaminazione di alimenti e acqua.

Obiettivo gestionale
Eliminare o almeno separare gli animali subclinici ad alta escrezione e quelli con for-
ma clinica.

Procedure indicate
•	 evitare la contaminazione fecale di alimenti e acqua d’abbeverata
•	 privilegiare l’allevamento in cuccette, con fondo in materiale inorganico, al fine di 

limitare la possibile assunzione alimentare di paglia della lettiera
•	 evitare ristagni di acqua, urine e liquami sul pavimento, onde evitare la possibilità, 

da parte delle bovine, di bere liquidi contaminati
•	 isolare tutti i soggetti con forme cliniche di paratubercolosi, eliminandoli il più pre-

sto possibile (i casi sospetti dovranno comunque essere isolati e sottoposti tempesti-
vamente a test di laboratorio)

•	 eliminare i capi risultati positivi ai test come indicato nelle tabelle 6.13 e 6.14
•	 identificare la discendenza di vacche che abbiano manifestato forme cliniche e/o 

risultate positive ai test, che va considerata e gestita come infetta
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8. Vaccinazione (104)

I vaccini sono tra gli strumenti più efficaci ed efficienti per ridurre la morbilità e la mor-
talità associata a malattie infettive in un’area endemica.
I vaccini per Map fin qui utilizzati erano costituiti da organismi inattivati o vivi attenua-
ti, in adiuvante oleoso, e venivano inoculati sottocute in giovani vitelli.  
Utilizzati in campo, questi vaccini si sono dimostrati efficaci per ridurre l’incidenza del-
le forme cliniche e ridurre l’escrezione fecale, ma non nel prevenire l’infezione. Inoltre, 
hanno dimostrato avere interferenza con il test intradermico per la tubercolosi(105).
Programmi di vaccinazione sono stati sperimentati in molti paesi: nei bovini la speri-
mentazione è stata eseguita in Regno Unito, Francia, Nuova Zelanda, Olanda, Unghe-
ria e attualmente è in corso in Australia; per gli ovini è stata eseguita in Islanda, Regno 
Unito, Australia.
La revisione sistematica delle informazioni scientifiche disponibili è la base per fornire 
evidenze sulle possibili strategie alternative per il controllo della paratubercolosi. A 
questo riguardo, Kohler e coll. hanno recentemente eseguito uno studio di meta-ana-
lisi sull’efficacia della vaccinazione (32). In questo lavoro, attraverso una revisione organi-
ca della bibliografia, sono stati integrati e valutati i risultati ottenuti da studi di campo 
e infezioni sperimentali dimostrando l’effetto positivo di questa pratica. Questi autori 
hanno calcolato l’Odds Ratio (OR) per stimare gli effetti della vaccinazione in rapporto 
ai risultati degli esami anatomo- e istopatologici e delle colture di organi e di feci. In 
studi eseguiti su animali sperimentalmente infettati la possibilità di una risposta posi-
tiva all’esame anatomo-istopatologico (OR= 0,3535; IC95: 0,2365-0,5284) o colturale su 
organi (OR= 0,3496; IC95: 0,2262-0,5404) risulta significativamente ridotta in animali 
vaccinati prima dell’infezione. Lo stesso può essere detto per gli studi in campo, in cui 
la frequenza di positività in colture di organi (OR= 0,2369; IC95: 0,1197-0,4688) e di feci 
(OR= 0,3992; IC95: 0,1883-0,8464) era significativamente inferiore in animali vaccinati.
Attualmente sono in fase di sperimentazione vaccini innovativi. Heinzmann e colla-
boratori(106) hanno sperimentato, in un modello murino, un vaccino vivo attenuato, 
ottenuto attraverso la clonazione di un gene (mpt), a cui viene attribuito un ruolo di 
patogenicità in un vettore (pMV306) e trascritto ed espresso dal M. bovis BCG. La vac-
cinazione di animali giovani (<5 mesi) con basse dosi di BCG stimola una protezione 
di tipo Th1.
In un altro fronte il gruppo di ricerca coordinato da Tim Bull(107) ha sviluppato un vacci-
no a DNA designato HAV, che contiene due proteine di secrezione e due di superficie 
specifiche di Map. La vaccinazione di topi infetti ha dimostrato l’immunogenicità e la 
non patogenicità di tale vaccino. Si attendono i risultati dell’estensione di tale studio 
alla specie bovina.
D’altro canto, un vaccino M. bovis BCG è già stato sperimentato nei bovini per proteg-
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gerli nei confronti della tubercolosi(108). I problemi da risolvere per questi nuovi vaccini 
sono rappresentati dalla capacità di discriminare gli animali infetti da quelli vaccinati, 
secondo una strategia DIVA(109),(Differentiating Infected from Vaccinated Animals) e in tal 
senso ci sono già delle soluzioni(110) e si attendono sviluppi.
Particolare rilevanza è da attribuire a un piano sperimentale di vaccinazione in corso 
nei Paesi Baschi (Spagna). Lo studio è stato eseguito utilizzando un nuovo vaccino, 
costituito da cellule batteriche di Map integre e inattivate termicamente, da utilizzarsi 
nel bovino. L’obiettivo era valutare le performance del vaccino: 

1.	 sull’escrezione fecale, come indicatore di efficacia epidemiologica

2.	 per stabilire i possibili effetti terapeutici della vaccinazione

3.	 per stimare i benefici diretti in termini di latte prodotto (111)

Lo studio prospettico prevedeva la comparazione tra l’adozione del metodo di con-
trollo basato sull’eliminazione dei capi positivi ai test (test and cull) rispetto alla vacci-
nazione. All’inizio del piano vaccinale tutti i soggetti con più di 3 mesi di età venivano 
sottoposti a una singola somministrazione di vaccino nella regione del collo e analoga 
somministrazione veniva eseguita su tutti i nuovi nati alla medesima età. I risultati pre-
liminari hanno dimostrato una riduzione significativa dell’eliminazione fecale di Map 
con entrambi i metodi di controllo, con una riduzione, a livello di stalla, dopo 48-60 
mesi di attuazione dei piani, del 45,5% utilizzando il metodo T&C e del 68,2% con la 
vaccinazione.
Sulla base dei dati ottenuti sembra che la vaccinazione sia in grado di ridurre mag-
giormente l’escrezione a livello di animale, anche se le quantità totale di micobatteri 
escreti nel periodo risulta maggiore, in quanto alcuni animali infetti vaccinati perman-
gono in allevamento, mentre con il metodo di controllo T&C vengono prontamente 
eliminati. Anche se i livelli e i tempi di riduzione non risultano uguali in tutte le stalle, 
i risultati sono evidenti con entrambi i metodi di controllo e, per quanto riguarda la 
vaccinazione, sono in accordo con la maggior parte degli studi precedenti (112-113-114).
Riguardo la produzione di latte, nelle stalle in cui è stato impiegato il vaccino è stato 
stimato un aumento di 329,4 kg per lattazione standard, con incrementi significativi in 
prima e terza lattazione. Anche questi risultati concordano con precedenti studi sulla 
vaccinazione (115). Inoltre, sembrerebbe esserci un effetto terapeutico dell’immunizza-
zione, per l’interferenza della stessa sui meccanismi patogenetici della malattia, come 
già osservato da Benedictus e coll (116).
Sulla base dei dati sin qui esposti, si può ritenere che l’applicazione della vaccinazione 
sia utile al fine di ridurre l’incidenza della malattia nei vari territori. A tale proposito 
è evidente però la difficoltà di ottenere autorizzazioni alla messa in campo, seppur 
in modo mirato, di questa strategia, in quanto almeno il 50% degli animali vaccinati 
risulta positivo all’intradermoreazione con la PPD bovina.
Tuttavia, nelle prove eseguite durante il programma sperimentale spagnolo preceden-
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temente descritto, l’uso della prova comparativa, strumento già presente nella legisla-
zione comunitaria e attualmente in uso routinario in alcuni Paesi quali l’Irlanda, riduce 
la percentuale di positività sotto l’1%. Inoltre, nello stesso studio, i pochi soggetti con 
reazioni false positive alla PPD bovina si negativizzavano entro un anno dalla vaccina-
zione.
Queste ricerche rappresentano una nuova importante strategia per lo sviluppo di un 
vaccino efficace e sicuro nei confronti della paratubercolosi che però al momento non 
è ancora disponibile.
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9. Selezione genetica

Una strategia a lungo termine, molto promettente ma ancora agli inizi e che potrebbe 
integrare gli attuali metodi di controllo, si basa sull’introduzione di caratteri di resisten-
za nella popolazione bovina. Per fare ciò è tuttavia necessario identificare polimorfismi 
specifici che siano associati alla resistenza alla paratubercolosi. 
Dopo la decodifica completa del genoma bovino(117), si sta progressivamente diffon-
dendo l’applicazione di studi GWA (Genome-wide Association) che permettono l’analisi 
in contemporanea di decine di migliaia di polimorfismi distribuiti nell’intero genoma 
della specie(118). Utilizzando tale metodo, molti centri di ricerca, a livello nazionale e 
internazionale, hanno identificato alcune caratteristiche genetiche associate alla ma-
lattia. 
In un recentissimo studio, i ricercatori del Parco Tecnologico Padano hanno evidenzia-
to in soggetti lombardi di razza frisona alcuni genotipi specifici associati alla positivi-
tà al test ELISA per paratubercolosi(119). L’analisi genetica ha identificato varie regioni 
cromosomiche presenti nei cromosomi 9, 11 e 12, associate agli animali sieropositivi. 
L’analisi dei geni associati a questi polimorfismi ha evidenziato che alcuni di tali loci 
sono associati alla risposta immune all’infezione da Map.
Altri gruppi negli Stati Uniti, in Olanda e in Spagna hanno riscontrato associazioni tra 
specifici genotipi e la presenza di escrezione fecale di Map o la positività alla coltura 
da tessuti(45-48-120-121-122-123). Tuttavia, le funzioni di buona parte dei geni, i cui poli-
morfismi sono risultati associati alla malattia, non sono ancora state identificate. Dallo 
studio comparativo delle funzionalità di tali geni, alcuni di loro risultano coinvolti nello 
sviluppo e differenziazione dei linfociti B e T e nei meccanismi di elaborazione degli 
antigeni da parte di cellule coinvolte nella presentazione degli stessi. La comparazione 
dei risultati tra i pochi studi sinora eseguiti in questo ambito ha a oggi identificato 
pochi geni in comune. Questo non sorprende, visto che è un campo di ricerca nuovo e 
come tale attualmente vi sono pochi lavori pubblicati. L’estensione di tali studi a popo-
lazioni più ampie e l’applicazione su popolazioni presenti in diversi territori promette 
di poter definire nel giro di pochi anni tratti genetici significativamente associati alla 
malattia.
Si ritiene pertanto che l’identificazione di questi marker genetici rappresenti un punto 
di partenza per identificare le funzioni dei geni associati alla risposta all’infezione. Una 
volta confermata la presenza di tali marcatori di resistenza nella popolazione bovina 
generale e locale, la selezione genetica potrebbe essere convenientemente orientata 
anche a questo fine, come già sta avvenendo per le caratteristiche produttive. Inoltre, 
questi studi potrebbero risultare utili anche per lo sviluppo di nuovi metodi diagnosti-
ci o approcci terapeutici per il controllo della paratubercolosi.
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> ALLEGATO I
Protocollo Assogene - Esami prima 
dell’ingresso al Centro genetico
•	 Test sierologico (ELISA) sul sangue della madre (naturale o ricevente nel caso di 

E.T.), da eseguire 3 - 5 mesi dopo il parto.

Questo esame ha solo un valore conoscitivo e serve per aumentare il livello di atten-
zione sui figli delle bovine infette, in quanto è ampiamente noto (124) che i figli di bovine 
infette hanno un rischio molto elevato di essere a loro volta infetti. Nel caso la madre 
risulti positiva, il torello potrà comunque entrare al Centro genetico e proseguire poi 
per i Centri di FA, dove entrerà con uno stato sanitario di sospetto d’infezione. Nel caso 
la madre non fosse più presente in azienda o non fosse possibile effettuare il test, il 
soggetto verrà considerato comunque con uno stato sanitario di sospetto d’infezione.

Esami presso il Centro genetico

•	 Test gamma-interferone IFN-γ sul vitello di circa 7 mesi di età, nel periodo di 
quarantena al Centro genetico (dopo 15 gg. dal suo ingresso) e prima dell’u-
scita dal CG (a 11 mesi circa di età); sui soggetti reattivi verrà eseguito un test 
di conferma mediante ricerca del recettore dell’interleuchina IL-2. Se uno o 
entrambi i test gamma-interferone IFN-γ risulteranno positivi, il torello potrà 
comunque andare al Centro di FA, che continuerà a monitorarlo come sospetto 
d’infezione.

•	 PCR dalle feci prima dell’uscita dal Centro genetico (a 11 mesi circa di età). Se 
la PCR dà esito positivo il soggetto è considerato comunque infetto e quindi 
riformato.

Tutte le informazioni fin qui raccolte saranno incluse nella documentazione sanitaria 
che accompagna il torello al Centro di FA.

Protocollo sanitario nei Centri di FA

Viste le caratteristiche patogenetiche dell’infezione si considera poco probabile, al mo-
mento, che il contagio possa avvenire da toro infetto a toro sano all’interno dei Centri 
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(genetico e FA). Si considera, inoltre, che non possa esserci presenza di Map nel seme 
prima che il toro diventi escretore fecale, in quanto la localizzazione intestinale di Map 
è precedente all’eventuale diffusione tramite il circolo linfo-ematico. Considerando i li-
miti di sensibilità dei test diagnostici, i test devono essere ripetuti, secondo le modalità 
sotto riportate, con una frequenza minima stabilita in base allo stato sanitario rilevato 
nei controlli previsti presso il Centro genetico.

Modalità
I tori presenti presso i Centri di FA sono distinti in due categorie:

a.	Soggetti negativi (controllati con esito favorevole presso i Centri genetici)

b.	Soggetti sospetto d’infezione (non controllati precedentemente presso i Centri 
genetici o dimessi dai Centri genetici con un giudizio di sospetto d’infezione)

I tori compresi nella categoria negativi saranno sottoposti a:

•	 test sierologico (ELISA) annuale 

•	 coltura fecale al terzo anno di età, al quinto e in seguito ogni anno. 

I tori compresi nella categoria sospetto d’infezione saranno sottoposti a:

•	 test sierologico (ELISA) semestrale

•	 coltura fecale semestrale. 

I soggetti che dovessero risultare positivi ai test ELISA e/o alle colture fecali, vengono 
considerati infetti e separati dagli altri tori. I soggetti sieropositivi, negativi alle colture 
fecali, saranno sottoposti a esame delle feci in PCR e/o esame colturale ogni sei mesi 
se non sono in produzione e ogni 2 mesi se invece sono già destinati alla produzione 
di seme. Tutte le partite del seme fresco dei tori escretori di Map con le feci saranno 
testate mediante esame colturale ed eventualmente PCR. Le partite risultate positive a 
uno o a entrambi i test non saranno immesse nel circuito commerciale. 
Su richiesta della Commissione europea, l’EFSA ha predisposto un’opinione sul reale ri-
schio di presenza di tori infetti in centri tori e sulla possibile trasmissione dell’infezione 
attraverso materiale seminale (The EFSA Journal (2004) 110:1-59). Il consiglio dell’EFSA 
è di utilizzare tori provenienti da allevamenti certificati negativi o infetti a bassa preva-
lenza identificati attraverso controlli annuali. 
Pertanto la maggiore garanzia che si può oggi ottenere è quella di abbinare il consiglio 
EFSA, quindi conoscere la situazione sanitaria dell’allevamento di provenienza, attra-
verso controlli annuali, con il protocollo Assogene.
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