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Monitoraggio della tubercolosi
nel cinghiale cacciato
in ambiti territoriali definiti
dalla Provincia di Arezzo

a provincia di Arezzo ha acquisito lo status di
provincia ufficialmente indenne da tubercolosi
bovina nel 2008, e pertan-
to è compito dei Servizi

veterinari, oltre alle competenze
sanitarie di legge, accertare possi-
bili cause residue di infezione e di
rischio di propagazione della
malattia. La tubercolosi bovina è
sostenuta da Mycobacterium
bovis (o da M. caprae, altrove
indicato anche come M. bovis
subsp. caprae), classificati nel
Mycobacterium tuberculosis com-
plex, che include anche M. tuber-
culosis, M. africanum, M. canet-
tii, M. microti e M. pinnipedii.
La trasmissione al bovino e la
conseguente introduzione in alle-
vamenti indenni può avvenire
attraverso la compravendita di
animali infetti, il carriage da
parte del personale presente in
allevamento, l’utilizzo di mezzi di

trasporto non adeguatamente disinfettati o il contatto con
animali selvatici infetti. Il ruolo di reservoir delle specieL
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selvatiche e del cinghiale in particolare, è ancora ogget-
to di studio e approfondimento; tuttavia il cinghiale può
essere utilizzato come specie sentinella, indicatore della
circolazione di micobatteri nel territorio e pertanto studi
trasversali possono risultare utili nell’ambito delle azio-
ni di monitoraggio e sorveglianza della malattia nelle
specie target. 
In Italia, la presenza di agenti del genere Mycobacterium
e di M. tuberculosis-complex, incluso M. bovis, sono
state segnalate in varie aree della penisola e nelle isole
[6, 2, 9, 20].
Il cinghiale, analogamente al suino, è suscettibile all’in-
fezione da varie specie di Mycobacterium spp. incluse
quelle ascrivibili al M. tuberculosis-complex, e al M.
avium-complex. 
La via digerente è considerata la principale via di tra-
smissione nei suidi, ma le probabilità di rinvenire lesioni
sono maggiori nell’ambito della testa e in particolare nei
linfonodi connessi (parotidei, sottomandibolari, retrofa-
ringei) [11, 10, 18, 14] oltre che nelle tonsille.
Frequentemente il rinvenimento di lesioni sospette nei
distretti sopracitati non è confermato dall’esame istologi-
co e persino lesioni istologicamente compatibili con infe-
zioni da Mycobacterium possono non esitare l’isolamen-
to dell’agente eziologico [3, 7, 16]. 
Le discrepanze nella conferma dell’infezione tubercolare
sono ampiamente  riportate in letteratura anche nel suino
[15, 23, 13, 12, 22, 4]; queste sono perlopiù spiegabili
dal fatto che l’agente eziologico non è più vitale nelle
lesioni osservate, soprattutto nei linfonodi tributari della
regione della testa. 
Inoltre, il rinvenimento di micobatteri non appartenenti
al gruppo M. tuberculosis-complex o M. avium-complex
è di gran lunga più frequente e quindi sarebbe più corret-
to utilizzare il termine micobatteriosi in sostituzione di
tubercolosi [5]. 
L’elevato contenuto lipidico della parete conferisce ai
micobatteri delle caratteristiche peculiari, tra cui elevata
idrofobicità e impermeabilità, resistenza ai comuni disin-
fettanti e la c.d. alcool-acido resistenza, sfruttata nella colo-
razione differenziale di Ziehl-Neelsen. La sopravvivenza di
M. bovis nei pascoli o nei terreni, se localizzato in profon-
dità, raggiunge i due anni [24], per cui il grufolamento, tipi-
co del cinghiale, può favorirne il contatto [1, 6]. 
Nella provincia di Arezzo, per la notevole diffusione del
cinghiale e per la possibile interazione con i ruminanti
domestici in aree vocate e dedicate al pascolo bovino, si
è deciso di procedere a un monitoraggio nei cinghiali
cacciati. 
Questo studio preliminare è stato intrapreso per valutare
la presenza e stimare l’eventuale prevalenza di infezioni
da micobatteri, con particolare attenzione alla circolazio-
ne di agenti appartenenti a M. tuberculosis-complex,
anche a seguito del rischio di trasmissione dell’infezione
al bovino attraverso l’ambiente, al fine di implementare

gli strumenti disponibili per mantenere la qualifica di
provincia ufficialmente indenne nel tempo.

Materiali e metodi
Lo studio si è svolto grazie alla collaborazione di: ATC 1
(Casentino), ATC 2 (Valtiberina), ATC 3 (Alpe di Poti-
Arezzo), Amministrazione Provinciale Ufficio Caccia e
Pesca, Servizi Veterinari ASL8 (UFSP Veterinaria
Aretina, Valtiberina e Casentino), Istituto Zooprofilattico
Sperimentale Lazio e Toscana (IZSLT) Sezione di
Arezzo e Strutture della Sede Centrale di Roma
(Accettazione Centralizzata - Anatomo-Istopatologia, e
Direzione Operativa Diagnostica Generale). 
Il monitoraggio è avvenuto nel periodo dicembre 2010-
gennaio 2011, per un totale di 2 mesi e ha interessato le
vallate della dorsale appenninica Casentino e Valtiberina
(figura 1), dove si concentra il 70% del patrimonio bovi-
no della provincia, e la zona montuosa Alpe di Poti, alle
porte del comune di Arezzo, zone territoriali con elevata

Figura 1. Zona pilota nella provincia di Arezzo.
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coabitazione di bovini allevati al pascolo e cinghiali
(figura 2).
La popolazione di cinghiali, nelle aree oggetto di studio,
si stima avere consistenza numerica di circa 10.000 ani-
mali (stima Ufficio caccia Provincia) (figura 3). Il cam-
pionamento si è posto l’obiettivo di individuare la pre-
senza o l’assenza della condizione morbosa (presenza di
lesioni di sospetta eziologia da Mycobacterium spp.) in
termini qualitativi, nei cinghiali abbattuti nel corso di
una stagione venatoria.
La dimensione del campione primario è stata valutata in
modo da essere adeguata a rilevare l’evento oggetto di
studio, ovvero rilevare almeno un animale con lesioni
sospette all’esame anatomo-patologico, con un livello di
confidenza del 95%, e un livello minimo di prevalenza
dell’1,5% (n=200), nelle condizioni teoriche di massima
sensibilità applicate ai test diagnostici.
Nelle fasi preliminari sono state individuate le squadre di
caccia afferenti alle zone interessate e informate sulle tec-
niche adeguate per la manipolazione e isolamento della
testa, oltre al prelievo del polmone. Questi sono stati con-
segnati al Servizio veterinario di zona per il prelievo delle
tonsille e linfonodi tributari (retrofaringei, sottomandibola-
ri, parotidei, mediastinici, tracheobronchiali). 
I campioni prelevati sono stati recapitati alla sezione di
Arezzo dell’IZSLT, con relativa modulistica, riportante
classe di età, sesso e coordinate per la georeferenziazio-
ne dei siti di abbattimento. 
Ciascun campione pervenuto è stato sottoposto ad esame
anatomopatologico: esame visivo esterno e interno, inci-

sione, palpazione, per verificare la
presenza di granulomi e/o altera-
zioni morfologiche. 
I campioni considerati dubbi, per
la presenza di lesioni macroscopi-
che, alterazioni della consistenza,
del colore e/o della trama struttu-
rale, sono stati sottoposti imme-
diatamente a colorazione per
bacilli alcool-acido resistenti
(colorazione di Ziehl-Neelsen). 
L’esame istologico e gli accerta-
menti colturali e molecolari sono
stati effettuati solo su campioni
sospetti che necessitavano di ulte-
riori approfondimenti diagnostici.

Esame colturale
L’esame colturale è stato eseguito
secondo metodiche di consenso
internazionale (OIE, 2011). Le
porzioni di linfonodi, sminuzzate
e curettate di eventuali residui di

tessuto connettivale o adiposo, sono state omogeneizzate
con l’aggiunta di soluzione fisiologica sterile (10-20%
P/V); è seguita fase di decontaminazione (soluzione
NaOH 2%) e successiva neutralizzazione. 
L’omogenato così trattato è stato inoculato in terreni di
coltura specifici, Lowestein-Jensen e Coletsos-Ossein e
in terreno liquido Middlebrook 7H9 con aggiunta di piru-
vato di sodio 1%. Le colture sono state esaminate dopo
2-5 gg e, in seguito, settimanalmente per 12 settimane.
Le colture liquide sono state sottoposte ad esame micro-
scopico e Polymerase Chain Reaction (PCR) per
Mycobacterium spp. ad intervalli di 2 settimane, fino al
termine del periodo di incubazione.
In presenza di colonie sospette il protocollo prevede di
procedere a colorazione del preparato e osservazione al
microscopio ottico dei batteri riferibili a Mycobacterium
spp.
L’identificazione di Mycobacterium spp. e delle specie di
interesse medico-veterinario avviene attraverso saggio in
PCR secondo metodiche di consenso internazionale e in
accordo con quanto proposto dal Centro di Referenza
Nazionale  per la Tubercolosi da M. bovis (IZS
Lombardia ed Emilia-Romagna, Sede di Brescia). 

Esame istologico
Porzioni rappresentative di linfonodi sono state fissate in
formalina tamponata al 10%, incluse in paraffina, sezio-
nate a 4 μm e colorate con ematossilina-eosina per l’os-

Figura 2. Collocazione geografica dell’area di campionamento, nella Provincia di Arezzo.
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servazione al microscopio ottico. I preparati istologici
che evidenziavano lesioni granulomatose, sono stati suc-
cessivamente sottoposti alla colorazione di Ziehl-
Neelsen  per la ricerca di bacilli alcool-acido resistenti.

Risultati
Sono stati recapitati all’IZSLT (Sezione di Arezzo) com-
plessivamente 870 campioni provenienti da 200 cinghia-
li abbattuti: 376 linfonodi sottomandibolari, 230 linfono-
di retrofaringei, 166 linfonodi parotidei, 10 linfonodi
mediastinici, 26 linfonodi tracheobronchiali e 62 tonsil-
le. 

• Esame anatomopatologico linfonodi e tonsille
L’esame anatomopatologico ha riscontrato 47 campioni
dubbi, provenienti da 23 soggetti: 21 campioni presenza
di linfoadenomegalia (con evidente aumento di volume);
21 consistenza lardacea al taglio oppure edematosi e con-
gesti; 6 campioni presenza di stato reattivo di espressio-

ne aspecifica (con attenuazione del disegno cortico-
midollare); in 10 campioni focolai di necrosi caseosa, a
stratificazione concentrica “a cipolla”; 10 campioni
focolai diffusi di materiale denso grumoso, di colore
giallo o bianco, riconducibile a linfoadenite purulenta.
Tutti i 47 campioni dubbi sono risultati negativi alla
colorazione Ziehl-Neelsen da impronta e striscio di orga-
no. L’esame anatomo-patologico delle tonsille non ha
evidenziato presenza di lesioni.

• Esame Istologico linfonodi e tonsille
L’esame istologico effettuato in 16 campioni, ha eviden-
ziato, in 2 di questi, lesioni riferibili ad actinogranulo-
matosi e in 1 campione (linfonodo sottomandibolare)
lesioni compatibili con presenza di Mycobacterium spp.
(microfocolai granulomatosi con cellule epitelioidi e cel-
lule giganti di Langhans).

• Esame colturale linfonodi
Tutti i 33 campioni sottoposti ad esame colturale sono
risultati negativi per Mycobacterium spp.

Discussione
Lo studio pilota rappresenta la prima survey sul territorio
della  provincia di Arezzo con lo scopo di investigare la
presenza ed eventualmente stimare la prevalenza di cin-
ghiali affetti da micobatteriosi e in particolare se soste-
nute da agenti di M. tuberculosis-complex. Lo studio è
stato condotto con risorse necessariamente limitate, ma
comunque ha fornito indicazioni preliminari importanti
per l’area oggetto di studio, anche in funzione di azioni
future di sorveglianza. Ciò è stato possibile grazie anche
all’utilizzo delle prove anatomo-patologiche, microsco-
piche differenziali, istologiche, colturali con la strategia
dei test diagnostici “in serie”. Infatti, ogni linfonodo con
reperto anatomo-patologico dubbio è stato sottoposto ad
esame microscopico per impronta e colorazione per
bacilli alcool-acido resistenti, con esito costantemente
negativo. 
Per quanto, un solo linfonodo di un solo animale, invia-
to per l’esame istologico, abbia presentato microgranulo-
ma con possibile presenza di Mycobacterium spp., a que-
sto non è seguito alcun isolamento, né evidenza di posi-
tività a prove di PCR da coltura di arricchimento. Recenti
osservazioni in popolazioni di cinghiali a vita libera nel-
l’area mediterranea stimano, per infezioni da M. tuber-
culosis-complex, la Sensibilità Diagnostica (DSE) del-
l’esame anatomo-patologico al 72,9%, e una DSE com-
plessiva del primo associato all’esame microscopico per
bacilli alcool-acido resistenti del 94,4% [21]. È da nota-
re che, contrariamente a quanto comunemente si potreb-
be credere, approcci di diagnostica molecolare diretta sui
campioni linfonodali possono avere caratteristiche di

Figura 3. Densità cinghiali per km2, nella Provincia di Arezzo.
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performance molto differenti, in rapporto ai protocolli e
alla tecnologia utilizzati, ai target molecolari e al conte-
sto di popolazione cui sono applicati, e ciò similmente a
quanto accade per altri tipi di prove diagnostiche. Ad
esempio, nello stesso studio sopra citato, la prova di PCR
diretta (target MPB70 gene) ha esitato una sensibilità
addirittura inferiore all’esame anatomo-patologico
(DSE=66,7%).
In termini quantitativi l’assenza di evidenza di infezione
da M. tuberculosis-complex da un campione di 200 ani-
mali esaminati, anche soltanto con il singolo esame ana-
tomo-patologico (ovvero non seguito da ulteriori accer-
tamenti di laboratorio), permetterebbe di escluderne (con
il 95% di CL e stante la DSE del 72,9%) la presenza nella
popolazione di cinghiali dell’area a una prevalenza supe-
riore al 2%. Probabilmente lo status della popolazione
oggetto di studio nella provincia di Arezzo potrebbe
essere stimato anche a prevalenze inferiori, considerando
che osservazioni macroscopiche di reattività linfonodale
sono state comunque approfondite con esami microsco-
pici, istopatologici, colturali e molecolari.
Queste considerazioni statistiche applicate alla valuta-
zione epidemiologica, hanno implicazioni utili anche alla
gestione della sorveglianza. In particolare si ritengono
utili allorché si intenda disporre di informazioni di base
su un territorio a status ignoto nella popolazione di cin-
ghiali (o comunque di ungulati), specialmente per avere
valutazioni del rischio di introduzione di tubercolosi
nelle specie zootecniche oggetto di Piani di eradicazione
in Italia (tubercolosi bovina e bufalina).
Naturalmente, i limiti dello studio in questione risiedono
anche nella dimensione del campione e nella sensibilità
diagnostica complessiva che si è scelto di privilegiare,
utilizzando le prove di laboratorio nel modo sopra ricor-
dato. Di certo, aumentando la dimensione del campione
e utilizzando “in parallelo” almeno anche l’esame micro-
scopico di impronta per bacilli alcool-acido resistenti, si
aumenterebbe ulteriormente la sensibilità complessiva
del sistema. Ulteriore aumento di sensibilità, fino all’ap-
prossimazione del 100%, si otterrebbe qualora si voles-
sero utilizzare in parallelo altre (o tutte) prove di labora-
torio disponibili. Questo ultimo approccio ad ogni modo
è particolarmente dispendioso per l’impegno di ulteriore
risorse umane, strumentali e di materiali di consumo che,
specialmente per uno studio di popolazione preliminare,
non sempre trovano una giustificazione in rapporto all’o-
biettivo di Sanità Pubblica Veterinaria. È noto infatti che,
anche nel caso in cui alcune popolazioni di cinghiali pos-
sano essere considerate verosimilmente ospite di mante-
nimento di M. tuberculosis-complex (es. in alcune aree
mediterranee in Spagna), esse lo rappresentano soltanto
in particolari condizioni ecologiche, gestionali, di densi-
tà della specie sul territorio e di livelli elevati di preva-
lenza [17]. Ulteriore possibile differenza nella probabili-
tà e nella quantità di eliminazione nell’ambiente dell’a-

gente patogeno da parte dei suidi potrebbe variare in rap-
porto ad infezioni da specie batteriche diverse all’interno
del M. tuberculosis-complex [8]. In ogni caso, per scopi
pragmatici, anche escludere che agenti della tubercolosi
e specialmente M. bovis circolino in una popolazione di
cinghiali a prevalenze superiori all’1-2% con approcci di
prove diagnostiche “in serie”, rappresenta una buona
soluzione di costi/effettività, e dovrebbe essere conside-
rata come opzione d’interesse in rapporto al budget dis-
ponibile e di conseguenza valutata anche da decisori di
politica sanitaria, anche a livello locale. A questo propo-
sito, è necessario ricordare che M. bovis è agente di
malattia associato principalmente alla specie bovina, che
quindi deve essere considerata come la specie target
naturale. Pertanto, a prevalenze molto basse (e valutando
anche il relativo 95% CI o escludendone la presenza a
tali livelli di prevalenza), è molto ragionevole conclude-
re che le popolazioni di cinghiali a vita libera rappresen-
tino ospite accidentale piuttosto che ospite di manteni-
mento dell’infezione e che quindi possano non costituire,
al momento dell’indagine, un rischio tale per gli alleva-
menti bovini che necessiti di interventi di Sanità
Pubblica Veterinaria, in rapporto alla specifica situazione
epidemiologica dell’area. 
Il monitoraggio attraverso surveys periodiche, infine,
realizzate con un approccio simile a quello dello studio
pilota nella provincia di Arezzo e supportato da azioni di
sorveglianza passiva, è sicuramente raccomandabile per
una rivalutazione nel tempo della situazione inizialmen-
te osservata, in funzione di gestione del rischio.
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