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Epidemiologia molecolare di Salmonella enterica sederby isolata da varie fonti nella
Regione Marche - Molecular epidemiology of Salmonkl enterica ser. derby isolated from
different sources in Marche Region (Italy)

Fisichella S., Staffolani M., Medici L., Dionisi M., Luzzi I.

Abstract. Salmonella spp. is an important cause of humad forne disease. Salmonella enterica serovar Dgidnye
of the ten more frequently serovars isolated fraiméns. This serovar is isolated from animals, mgst farms, from
food of animal origin and environment, like surfasater. In this study we have analyzed a collectérs. Derby
strains isolated in Marche region from differentiises between 2000 and 2008 for the evaluatiorhef genetic
relatedness. .

Riassunta Le Salmonelle sono una importante causa di nellegate al cibo. Fra di esse, la sierovarietébipéruna
delle dieci che sono piu frequentemente isolateambito umano. Questa sierovarieta € isolata da aiim
prevalentemente da suinicolture, da alimenti djiog animale e dall'ambiente, ad esempio da acgeeperficie. In
guesto studio abbiamo analizzato una collezioreeppi di S. Derby isolati nella Regione Marche tfecenti sorgenti
tra il 2000 e il 2008, per valutare quanto quertesgeneticamente correlate.

Introduzione

Nei paesi occidentali la salmonellosi rappresemta delle piu comuni patologie gastroenteriche
infettive dell'uomo e costituisce ancora un rileegproblema di sanita pubblica. La salmonella € un
patogeno zoonotico la cui principale riserva e rapentata dagli allevamenti di animali da reddito,
di conseguenza, la trasmissione alluomo avviernga#initto tramite il consumo di alimenti di
origine animale. Tra i sierotipi maggiormente isoteel mondo nell'uomo, emergono S. Enteritidis
e S. Typhimurium che rappresentano circa il 70-&80%itti i ceppi isolati nei paesi industrializzati
(). Tuttavia, tra i primi 5 0 10 sierotipi isolati ordine di frequenza in Europa e in Italia datfo
cliniche e veterinarie, sono presenti altri sigriotheno noti e variamente diffusi, tra cui Salmdenel
enterica sierotipo Derby (S. Derby). Uno statonbe UE in cui tale sierotipo sembra essere
molto diffuso € la Spagna in cui, nel 2002, S. Degbstato rispettivamente il secondo ed il sesto
sierotipo piu comunemente isolato da fonti clinieheeterinarie, rappresentando il 24% e il 3.7%
(2). Gli ultimi dati riportati dal'EFSA relatival 2007 (3), mostrano una frequenza percentuale di
S. Derby nell'uomo in Europa nel biennio 2002-2084t allo 0.4% (ottavo posto tra i primi 10
sierotipi). | dati nazionali piu recenti relativi 2006, pubblicati dall'lSS che coordina la retaefn
Net (4), riportano il sierotipo Derby al 5° postoncuna frequenza nell'uomo pari al 3%. Dai dati
nazionali in campo veterinario, elaborati dall'ldslle Venezie Centro coordinatore della rete
Enter-Vet, pubblicati sull'ultimo report del 200B),(si evince che in ambito veterinario S. Derby
occupa il 3° posto in frequenza con un valore pewzde del 7.38%, dopo i sierotipi Typhimurium
(18.96%) e Livingstone (9.75%). Tra i sierotipi shimonella, come noto, ne esistono alcuni
piuttosto ubiquitari e isolabili da varie speciemaali e fonti ambientali, mentre altri risultancsese

piu 0 meno adattati, e quindi piu frequenti, inuale specie animali: il sierotipo Derby risulta, di
fatto, particolarmente diffuso nella specie delnsuiA tal proposito basti ricordare, oltre ai dati
nazionali Enter-Vet, che riportano una frequenzecgqguale di S. Derby nel suino molto piu
elevata rispetto alle altre specie animali, i @atiopei dellEFSA relativi al "Vaseline Survey 2006
2007" (3) relativo al Piano di Sorveglianza reaizz in Europa allo scopo di ottenere dati di
prevalenza omogenei dei vari sierotipi di Salmaneiel suino (decisioni della Commissione
2006/668/CE e 2007/219/CE). Da tale rapporto sigrdurre che il sierotipo Derby risulta essere il
secondo sierotipo piu diffuso nel serbatoio suinpaTyphimurium con una frequenza pari a circa
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il 23%, considerando sia i ceppi isolati al macehe nelle carni suine vendute al dettaglio. Come
noto, la normativa comunitaria sulle zoonosi (98/2003/EC e Reg. 2160/2003/EC), identifica le
salmonelle quali agenti di zoonosi di maggiore riegge sanitario ed economico verso le quali
rivolgere prioritariamente gli sforzi di sorvegliem e controllo. In tali norme si sottolinea anche
I'importanza di caratterizzare gli isolati, al fire individuare le fonti di infezione e i cloni
clinicamente rilevanti. Con lo scopo di approfoedllepidemiologia di S. Derby nella regione
Marche, il Centro di Riferimento Regionale perajiterobatteri patogeni (CRRe) per I'anno 2009 si
era proposto di effettuare uno studio retrospettiiocaratterizzazione genotipica dei ceppi
collezionati presso il CRRe dal 2002 al 2008. P dettaglio, il progetto, partendo
dall'individuazione di eventuali cluster genotipamminanti, si proponeva di raccogliere dati piu
approfonditi sull'epidemiologia di S. Derby nelleaMhe. Lo scopo ultimo consiste nell’
implementare le conoscenze sulle caratteristichmgpaetiche con ['obiettivo di sviluppare
strategie di intervento di sanita pubblica utilridurre l'incidenza delle malattie a trasmissione
alimentare.

Materiali e metodi

Nella regione Marche, nellambito delle reti nazlbrEnter-Net ed Enter-Vet, dal 2002 al 2008
sono stati raccolti 90 ceppi di S. Derby di cui, @di8origine umana e 42 di origine non umana.
Questi ultimi sono stati isolati in maggioranzafdati di provenienza regionale, mentre una piccola
parte proviene dalla province di Modena e Forligdes | ceppi di origine veterinaria derivano da
fonti animali (2 ceppi isolati da feci suine), danfi alimentari (31 ceppi) e da fonti ambientali (9
ceppi), costituite da acque superficiali fluvialimarine. Gli stipiti sono stati inviati dalle stiute
periferiche della rete regionale (laboratori di mlwologia ospedalieri, laboratori privati di arsali
alimentari, sezioni provinciali dell'lstituto Zoagiatico Sperimentale Umbria Marche e
laboratorio del Servizio Acque dei Dipartimenti Arziali ARPAM di Pesaro ed Ascoli Piceno) al
Centro di Riferimento Regionale per gli Enterobaf€RRe - Istituto Zooprofilattico Sperimentale
Umbria Marche, Sezione di Macerata) dove sono statiservati in Microbank' (Pro-Lab,
Weston, Florida) a -20°C. La sierotipizzazione atssteseguita secondo lo schema di White-
Kauffman-Le Minor (6) mediante l'uso di sieri conmeiali (Statens Serum Institut-Biogenetics,
Danimarca). E' stato anche eseguito il test diib&mg agli antibiotici con il metodo di diffusian

in agar (7). Ogni ceppo e stato saggiato risp@tteeguenti antibiotici: Ampicillina (A) 10 ug,
Cloramfenicolo (C) 30 ug, Streptomicina (S) 10 gglfonamidi (Su) 300 ug, Tetraciclina (T) 30
Kg, Acido nalidixico (Nal) 30 pg, Cefotaxime (C80 g, Ciprofloxacina (Cip) 5 pg, Gentamicina
(Gm) 10 pg, Kanamicina (Kan) 30 pg, Amoxicillinaga clavulanico (Amc) 30 pug,
Trimethoprim-Sulfametossazolo (Sxt) 1,25/23,75,al#ina (Kf) 30 pg e Ceftazidime (CAZ) 30
lg; | ceppi di origine non umana sono stati saggiaaggiunta anche nei confronti dei seguenti
antibiotici: Colistina (Cl) 10 ug ed Enrofloxacifgnr) 5 pg. La tipizzazione molecolare é stata
eseguita mediante Elettroforesi in Campo Pulsat6éGE) in accordo con il protocollo
standardizzato Pulse-Net (8) (http://www.pulsengtpe.org/). La digestione é stata effettuata con
I'enzima di restrizione Xbal e il ceppo di Salmdaednterica sierotipo Braenderup H9812 é stato
usato come marcatore di peso molecolare (9). Leecalettroforetiche sono state eseguite
utilizzando l'apparecchio a campi pulsati Chef MaplA (Bio-Rad). La cluster analysis e stata
eseguita presso l'lstituto Superiore di Sanitaiteoftware BioNumerics (v. 4.61, Applied Math,
Sint-Martens-Latem, Belgio). | valori di similarisono stati calcolati con il coefficiente di Dice
mentre l'algoritmo UPMGA (unweighted pair group hezt with arithmetic means), con 1.00% di
tolleranza e 1.00% di ottimizzazione, € stato irgate per ottenere il dendrogramma. | ceppi con
un coefficiente di similarita >80% sono stati calesati strettamente correlati dal punto di vista
genetico.  Risultati e discussione Nelle figuree 22 sono riportate le frequenze assolute di
isolamento dei principali sierotipi isolati risgetmente da casi clinici e provenienti da fonti non
umane. Si evidenzia che il sierotipo Derby nel catsl periodo esaminato ha occupato sempre la
guarta posizione in ordine di frequenza. Inoltrérdémuenza relativa media nel periodo considerato,
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con un valore simile nei due ambiti (umano e normwoo) € risultata pari a 3,53% oscillando da un
minimo di 0,78% ad un massimo di 6,02%.
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Figura 1. Frequenza assoluta dei principali sipralii salmonella
nelle infezioni umane nelle Marche dal 2002 al 2008
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Figura 2. Frequenza assoluta dei principali sipralii salmonella
in ambito veterinario nelle Marche Marche dal 2@02008

Sensibilita agli antibiotici

L'antibiogramma € stato eseguito sul totale deic@Ppi raccolti nel periodo considerato. La
percentuale di ceppi resistenti ad almeno un antida nelle due categorie di ceppi di S. Derby, di
origine clinica e non, risulta simile in quanto atprispettivamente al 66% e al 70%. Un valore di
resistenza superiore al 50% si € registrato inaewtii i gruppi per le molecole Streptomicina,
Sulfonamidi e Tetraciclina. Si sono rilevate petoati di resistenza simili anche per Trimethoprim-
Sulfametossazolo (20%), Kanamicina (14%), Ampitdl(9%) e Gentamicina (4%). Tuttavia, tra i
ceppi di origine veterinaria, ma non tra quelliadigine umana, si rileva resistenza ai chinoloni
(Acido Nalidixico 8,7%) e, viceversa, tra i ceppiatigine umana, ma non tra quelli di origine
veterinaria, si rileva resistenza al Cloramfenic@l®.4%). Riguardo i profili di resistenza in
entrambi i gruppi di salmonelle si evidenzia lavalenza del profilo "SSuT" (Streptomicina,
Sulfonamidi e Tetraciclina) con valori percentyadri al 26,1% per i ceppi di origine veterinaria e
18.8% per i ceppi di origine clinica. Questo nucldd 3 antibiotici € comunque spesso
accompagnato da resistenze accessorie (Fig.3)tiveelead Ampicillina, Trimethoprim-
Sulfametossazolo o, piu raramente a KanamicinatdBg@oina e Cefalotina. E' interessante notare
che le resistenze trovate tra i ceppi isolati nedigione Marche non differiscono molto da quelle
rilevate nei ceppi isolati in Spagna (2).
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Analisi molecolare mediante PFGE

Dei 90 ceppi isolati, 69 sono stati analizzati tterlPFGE e, di questi, 66 (27 di origine umana e 39

di origine non umana) sono risultati tipizzabila torrelazione genetica tra i ceppi € mostratanell

figura 3. L'analisi evidenzia due cluster maggi@i:(23 ceppi) con coefficiente di similitudine

superiore al 90% e B (17 ceppi) con coefficiente dgmilitudine superiore all' 80%.

Complessivamente questi due gruppi costituiscormugter principale che comprende il 60% dei

ceppi con un coefficiente di similitudine superi@ié 80%. Inoltre si nota la presenza di altri due

cluster minori con omologia superiore all'80% (@ d® ceppi e D con 8 ceppi), mentre i rimanenti

8 stipiti di S. Derby sono totalmente non correl&i interessante notare che nel cluster A sono

presenti anche 4 stipiti di S. Derby isolati nekgione Emilia Romagna in provincia di Modena,

fra il 2005 e il 2006 da carne lavorata suina,redgaiti al CRRe da un laboratorio privato modenese

Per concludere, dai risultati ottenuti dal dendaogma si evince che:

« E presente una certa variabilita tra i ceppi, maclone principale (cluster A+B) sembra
circolare nella regione Marche (omologia >80%)

* Ad esso appartengono ceppi umani, animali, alinmeathambientali isolati in tutti gli anni dal
2002 al 2007

e All'interno del cluster A esiste una correlaziome@a piu stretta (omologia >90%) ed una
omogeneita a livello di antibiotico resistenzaodetie suggerisce la possibile acquisizione di un
plasmide, o lI'acquisizione di un elemento cromodernan geni di resistenza, che ha conferito
il profilo "SSuT" ai ceppi del cluster A, differelandoli da quelli del cluster B.

Dall'analisi delle frequenze dei cluster ottenuti gampo umano e veterinario, stratificati per
provincia di origine, non € emerso un cluster plavi&, cosi come nell'analisi dei cluster ottenuti
per i ceppi di origine umana stratificati per fasdi eta. Tuttavia un dato degno di nota &€ emerso
analizzando le frequenze dei ceppi dei 39 stipi8.dDerby di origine non umana. Nella tabella n°1
appare chiaro che la carne suina risulta essdumnta di isolamento prevalente e che il contributo
maggiore e dato dalla provincia di Ascoli Piceno.

Tabella 1. distribuzione per provincia delle matric di origine dei ceppi di S. Derby 2002-
2008 da fonte non umana
Matrice di origine AN | AP | MC PU | FC | MO Totale

acqua superficiale 0 1 1 4 0 0 6

carne bovino 1 1 1 1 0 0 4

carne bovino-suino-tacchino 0 0 2 0 0 0 2

carne di specie non nota 0 0 1 0 0 0 1
Mangime polli 0 0 1 0 0 0 1
molluschi 0 1 0 0 0 0 1

carne suino 2 11 4 2 1 4 24
Totale 3 14 10 7 1 4 39

Concludendo, sarebbero necessarie ulteriori indaugn capire meglio I'epidemiologia di questo
sierotipo ed identificare le fonti di origine présatemente suina a livello di laboratori di
sezionamento, salumifici, mattatoi ed allevamenti
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Figura 3. Dendrogramma - correlazione genetadepi di S. Derby
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