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Abstract

Raw milk consumption in Italy has
increased over the last few years and although
raw milk is characterised by cold chain, short
shelf-life and the duty of boiling before domes-
tic consumption, it is still considered a hazard.
From 2010 to 2013 a monitoring survey of raw
milk sold through vending machines was car-
ried out to investigate the occurrence of sever-
al foodborne pathogens stipulated in the
national legal requirements, i.e. Listeria mono-
cytogenes, Campylobacter spp., Salmonella
spp., Escherichia coli O:157 and coagulase-pos-
itive Staphylococci. A total of 127 raw milk
samples were collected from 19 dairy herds in
Tuscany Region, Italy. In addition, the milk
samples were tested for the presence and
count of Yersinia genus. Results shown that
only one sample was positive for non verocyto-
toxin-producing E. coli O:157, whereas a total
of 38 samples (29.9%) were postive for
Yersinia genus; of the total 39 isolated bacte-
ria, 23.6% were Y. enterocolitica, 2.4% Y. kris-
tenseni and 4.7% Y. frederiksenii. None isolate
was enteropathogenic; serotypes O:5 and O:8
were found in 16.6 and 13.3% of the isolates
respectively, whereas none of the serotypes
tested was detected in 70% of the isolates. The
most probable number method revealed a
count value between 0.03 and 24 MPN/mL.
Based on these data a general assurance on
health safety of raw milk produced and sold in
Tuscany could be assessed.

Introduzione

L’interesse nel valutare la sicurezza del latte
crudo, nasce dal fatto che, nell’ultimo decen-

nio, il consumo di questo prodotto si è diffuso
in maniera consistente nell’intero territorio
nazionale. Il costo contenuto, il ridotto impatto
ambientale ed il desiderio di naturalità e ritor-
no alle tradizioni hanno contribuito a consoli-
dare una realtà produttiva, in precedenza pres-
soché assente in Italia. Dal 2008 (OM
10/12/2008) è obbligatoria la dicitura prodotto
da consumarsi dopo bollitura; nonostante ciò il
consumatore non sempre segue tale norma di
comportamento e di conseguenza consuma il
latte tal quale.

Nel territorio toscano ed in particolare in
quello dell’area compresa tra le Province di
Lucca, Livorno, Pisa e Massa-Carrara sono pre-
senti numerose aziende produttrici di latte
crudo destinato ai distributori automatici delle
stesse zone; la cessione di latte crudo median-
te vendita diretta o mediante macchine eroga-
trici è disciplinata in dettaglio dall’Intesa Stato
Regioni del 25 gennaio 2007 (ISO, 2001). Al
fine di delineare un quadro generale sulla
sicurezza di tale prodotto, il presente progetto
di ricerca ha voluto indagare in campioni di
latte crudo prelevati alle macchine erogatrici o
direttamente presso le aziende che effettuano
vendita diretta (19 aziende controllate) la pre-
senza sia dei patogeni previsti dalla normativa
vigente (Listeria monocytogenes,
Campylobacter spp., Salmonella spp.,
Escherichia coli O:157 e stafilococchi coagu-
lasi-positivi) sia di patogeni emergenti quale il
genere Yersinia. Relativamente al genere
Yersinia, sono stati indagati per tale prodotto,
dati relativi a prevalenza, patogenicità e livello
di contaminazione. L’attenzione verso il gene-
re Yersinia nasce dal fatto che, negli ultimi
due decenni, si è registrato un incremento nel-
l’incidenza delle yersiniosi in diversi paesi
europei, collocando la yersiniosi al terzo posto
tra le zoonosi più frequentemente notificate
(European Food Safety Authority, 2009).

Materiali e Metodi

Nell’ambito dei piani di sorveglianza previ-
sti dalle ASL di competenza dei territori
dell’Area Vasta della Toscana nord occidentale
che comprende, 5 ASL (ASL 1 di Massa e
Carrara, ASL 2 di Lucca, ASL 5 di Pisa, ASL 6 di
Livorno e ASL 12 di Viareggio) sono stati ana-
lizzati 127 campioni di latte crudo bovino, nel
periodo che va da maggio 2010 ad aprile 2013,
dai distributori a cui afferisce il latte prodotto
dalle aziende dello stesso territorio. Nei tre
anni, sono state controllate complessivamente
19 aziende produttrici di latte crudo destinato
ai distributori automatici delle stesse zone.

I campioni di latte crudo, prelevati in 5 unità
campionarie, per un totale di 635 campioni
totali, sono stati analizzati per le ricerche pre-
viste dalla normativa vigente (Ministero della

Salute, 2008; Repubblica Italiana, 2007):
numerazione degli Stafilococchi coagulasi
positivi (ISO, 1999) e ricerca di:
Campylobacter spp. (ISO, 2006), Salmonella
spp. (ISO, 2002), L. monocytogenes (ISO, 2005)
ed E. coli O:157 (ISO, 2001) tutte eseguite con
metodi ufficiali accreditati. Inoltre la presenza
e la conta del genere Yersinia sono state effet-
tuate in singolo con metodo ufficiale (ISO,
2003) e con metodo most probable number
(MPN) (USDA, 2008).

L’identificazione degli isolati del genere
Yersinia, sono stati identificati con test biochi-
mici (kit miniaturizzato API 20E Biomerieux e
macrometodo) e confermati con test sierologi-
ci (sieroagglutinazione rapida con sieri mono-
valenti per i gruppi O:1,O:2,O:3,O:5,O:8,O:9)
dal momento che la maggior parte delle infe-
zioni umane, è sostenuta dai sierotipi O:8, O:9,
O:3 (biotipi 3 e 4), O:5,27  (Asplund et al.,
1998) e con metodi molecolari (PCR con proto-
collo interno dell’ISS) ricercando i geni di
patogenicità, ail e yst. 

Risultati e Discussione

Per quanto riguarda la ricerca dei patogeni
previsti dalla normativa vigente, una sola unità
campionaria su 5 di un campione è risultata
positiva per E. coli O157, peraltro risultato non
produttore di verocitotossina e solo cinque
campioni sono risultati superiori ai limiti per
Stafilococchi coagulasi positivi. Per la ricerca
di Yersinia, un totale di 38 campioni su 127
sono risultati positivi (29,9%): un totale di 39
isolati sono stati ottenuti; dopo conferma bio-
chimica, un numero pari a 30 isolati sono stati
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confermati come appartenenti alla specie Y.
enterocolitica, sei alla specie Y. frederiksenii e
tre a Y. Kristensenii (Tabella 1).

I 30 isolati di Y. enterocolitica sono stati sot-
toposti a tipizzazione sierologica e i sierogrup-
pi prevalenti sono risultati O:5 (16,6%) e O:8
(13,3%); la maggior parte di essi (70%) sono
risultati non appartenenti ai gruppi
O:1,O:2,O:3,O:5,O:8,O:9 (Tabella 2).

Nessun isolato è risultato però patogeno, dal
momento che all’analisi molecolare nessuno
aveva i markers genetici ail e yst, indicativi di
enteropatogenicità.

La conta di Y. enterocolitica, Y. frederiksenii
e Y. kristensenii ha evidenziato valori compresi
tra 0.03 e 24 MPN/mL.

Conclusioni

Dai dati relativi al conteggio di Yersinia
enterocolitica nei campioni risultati positivi, si
può considerare che quando è presente, lo è a
concentrazioni relativamente basse, infatti
abbiamo riscontrato valori che variano tra 0.03
e 24 MPN/mL, mentre in letteratura si riporta
una dose infettante molto più alta, di alme-
no108 batteri (Fleming e  Hunt, 2006).

Concludendo quindi, considerata la ristret-
tezza dei criteri microbiologici stabiliti dalle
norme per tale prodotto, sia in considerazione
dei risultati ottenuti, sia per il fatto non tra-
scurabile che tale prodotto è da consumarsi
previa bollitura, è possibile tracciare un qua-
dro generale rassicurante sulla qualità igieni-
co-sanitaria del latte crudo bovino prodotto e
distribuito almeno in questa parte del territo-
rio toscano.
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Tabella 1. Risultati sulla identificazione dei campioni positivi per Yersinia e relative prevalenze.

Campioni totali Campioni positivi Prevalenza di Yersinia (%) Specie ritrovate e Prevalenza
e numero di isolati (n) numero relativo di isolati (n) per specie (%)

Y. enterocolitica (30) 23,6
127 38 29,9% (39) Y. kristensenii (3) 2,4

Y. frederiksenii (6) 4,7

Tabella 2. Risultati sulla sierotipizzazione degli isolati di Yersinia enterocolitica e relative prevalenze.

Isolati totali tipizzati Sierogruppo  ritrovato Isolati (n) Frequenza (%)

Non O:1,O:2,O:3,O:5,O:8,O:9 21 70
30 O:5 5 16,6

O:8 4 13,3


