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Epidemiologia molecolare di ceppi di Salmonella estica ser. Hadar isolati da varie fonti
nella Regione Marche - Molecular epidemiology of S@onella enterica ser. Hadar strains
isolated from different sources in Marche Region (aly)

Staffolani M., Medici L., Dionisi A. M., Lucarelll., Owczarek S., Luzzi |., Fisichella S.

Abstract. To investigate the epidemiology of S. Hadar inréhe Region (ltaly), a retrospective study by PFGE
genotypic characterization of strains collectethatRegional Reference Centre for pathogenic elpéeteria (CRRep)
from 2002 to 2010 was performed. In particulawdts evaluated the possibility to clarify the rofeiger water in the
transmission cycle. The regional data relating his tserotype demonstrate the circulation of salrt@aneones,
genetically stable over time, in environment, humjaanimals and food of animal origin, particulanty poultry.
Regarding the role of river water in the transnaisstycle, on the basis of the data examined, it mespossible to
establish with certainty whether it represents lhiale or a reservoir. Nevertheless in the domirduster, there are
both strains isolated from river water, both stsafrom breeding flocks reared in the valley of thger, as well as
strains isolated from faeces of laying hens andldirflocks bred in other districts. Moreover, thkame clone was
isolated in broiler meat and human feces

Riassunta Per approfondire l'epidemiologia di S. Hadar aetegione Marche, €& stato effettuato uno studio
retrospettivo di caratterizzazione genotipica ttanPFGE dei ceppi collezionati presso il CentroRifierimento
Regionale per gli enterobatteri patogeni (CRRefd) 202 al 2010. In particolare € stata valutatpdasibilita di
chiarire il ruolo dell'acqua di fiume nel ciclo ttasmissione. | dati regionali relativi a questersiipo dimostrano la
circolazione di cloni di salmonella, geneticamestabili nel tempo, nell'ambiente, nell'uomo, negtimali e negli
alimenti di origine animale, con particolare diffuse nella specie del pollo. Riguardo al ruolo 'detjua di fiume nel
ciclo di trasmissione, sulla base dei dati esamimat € stato possibile stabilire con certezzaappnresenti un veicolo o
un serbatoio. Cid nonostante nel cluster dominaoeo presenti sia stipiti isolati da acque di fiurs@ ceppi
provenienti da allevamenti di polli riproduttoritigti nella valle dello stesso fiume, nonché stigiblati da feci di
galline ovaiole e polli da ingrasso allevati irr@lProvince. Inoltre, lo stesso clone, é stataisohella carne di pollo e
in feci umane

Introduzione

Introduzione. |l sierotipo Hadar risulta essere itr& sierotipi rilevanti per la sanita pubblica
nell'ambito dei piani di controllo degli avicoli & in atto in tutti i paesi membri UE a partird da
2003 (Dir. 99/2003/EC e Reg. 2160/2003/EC), insiean@yphimurium, Enteritidis, Virchow e
Infantis.

Tale sierotipo risulta piuttosto adattato alla spetel pollo in cui € particolarmente diffuso. Gli
ultimi dati riportati dal'EFSA relativi al 2009 [ie European Union Summary Report, 2009),
mostrano che in Europa in ambito umano il sierokfaalar € entrato a far parte della top ten TESSy
in questo anno occupando il settimo posto con teguenza percentuale pari allo 0.5%. In campo
non umano frequenze elevate si riscontrano neti@ecdi pollo in cui S. Hadar si pone al 4° posto
con una frequenza pari al 4.1%, ma rappresentarbdtgppo dominante in Grecia (30.6%) e Italia
(16.7%).

A livello nazionale, i dati di prevalenza piu retierell'uomo del 2007-2009 (ISS: Notiziario, 2011)
riportano il sierotipo Hadar al 6°-10° posto corauUrequenza pari a 0.8-1.6%. Tra i campioni di
origine veterinaria nel 2009 (Enter-Vet: Rappommwale, 2009), si evince che S. Hadar occupa il
6° posto in frequenza con un valore percentuale 40161%. Con lo scopo di approfondire
I'epidemiologia di S. Hadar nella regione Marchest&to effettuato uno studio retrospettivo di
caratterizzazione genotipica dei ceppi colleziopagsso il Centro di Riferimento Regionale per gli
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enterobatteri patogeni (CRRep, Istituto Zooprdiitat Sperimentale Umbria Marche, Sezione di
Macerata) dal 2002 al 2010.

Piu in dettaglio, si vuole verificare l'ipotesi chel territorio marchigiano esista una circolazioine
uno o piu cloni di Salmonella Hadar, geneticamestébili nel tempo, nelllambiente, nell'uomo,
negli animali e negli alimenti di origine animaj@(lo in particolare) ed, eventualmente, chiarire i
ruolo dell'acqua di fiume nel ciclo di trasmissione

Materilai e Metodi

Stipiti: 76 ceppi di S. Hadar, sierotipizzati sedorlo schema di Kauffman-White (Grimont et al,
2007) e isolati nelle Marche tra il 2002 e il 208d,cui 17 di origine umana e 59 di origine non
umana. | ceppi di origine non umana derivano d& fommali (38 ceppi da feci di pollo ed uno da
feci di tigre), alimentari (12 stipiti da carne taata di diversa specie e 2 da vongole) ed ambienta
(6 ceppi da acqua superficiale di flume). Antibexgma: test di sensibilita agli antibiotici su tutti
ceppi (CLSI, January 2007).

PFGE: Elettroforesi in Campo Pulsato su 60 cepmpm@sentativi con Xbal, Binl e Smal e analisi
dei profili di restrizione, mediante il softwaredBiumerics (Hunter et al, 2005; Peters et al, 2003).

Risultati e Discussione

Come ¢ noto il sierotipo Hadar rappresenta unsigedtipi con maggiore resistenza antibiotica e si
caratterizza per la resistenza ai chinoloni e iabmoloni (Enter-Vet: Rapporto annuale, 2009).
La percentuale di ceppi resistenti nelle due categti origine clinica e non, &€ molto elevata in
guanto il 94% e risultato essere resistente adrarBeantibiotici.

In entrambi i gruppi di salmonelle si evidenzia pmevalenza del profilo "AST+Nal.Kf"
(Ampicillina, Streptomicina, Tetraciclina, Acido Ndixico e Cefalotina) con valori percentuali
superiori al 90%.

Questo nucleo di 5 antibiotici € a volte accompagra resistenze accessorie (Fig. 1) relative a
Amoxicillina-Acido calvulanico e Trimethoprim-Suliaetossazolo.
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4054/05 carne pollo AS+Nal.Tet.Kf
40057/03 acqua fiume AST+Nal.Kf
24151/04 carne bovino AST+Nal.Kf
| 56709/02 carne suino AST+Nal.Kf
43410/pt/1/07 feci pollo AST+Nal.Kf
_|_E 49281/08 carne pollo AST+Nal.Kf
43410/1p/1/07 feci pollo AST+Nal.Kf
21607-1/09 carne mista AST+Nal.Kf
E 41001/09 feci tigre AS+Nal.Kf
40679/09 acqua fiume AST+Nal.Kf
40960-cap1/09 feci pollo ASSu+Nal.Amc
E 53939/09 feci pollo AST+Nal+Kf
49986/09 feci pollo AT+Nal.Kf
28340/05 umana sensibile
28343/05 umana sensibile
44919/02 umana ACST+Nal
55322/02 umana ST+Nal
8043/07 umana ST+Nal
45723/10 umana ST+Nal
45444/10 acqua fiume ST+Nal
11843/05 carne mista AST+Nal
10731/06 carne pollo AST+Nal.Amc.Kf
14815-4/10 vongole AST+Nal+Kf
27437 F1 RV/05 feci pollo AST+Nal.Kf
15141-4/10 vongole AST+Nal+Kf
47268/07 carne pollo AST+Nal
25423/05 carne pollo-tacchino sensibile
49708/10 umana sensibile
40572/1/07 feci pollo AST+Nal.Kf

Figura 1: cluster analysis dei 60 ceppi analizzati.
In evidenza il cluster con omologi®0%; digestione eseguita con I'enzima Smal.

La PFGE eseguita con Xbal ha presentato un badsoepdiscriminante per cui € stato necessario
procedere con altri enzimi di restrizione. Altritai hanno riscontrato le stesse difficolta a causa
della bassa variabilita genomica del sierotipo HdB®a Giannatale et al., 2008; Magistrali et al.,
2008; Cardinale et al., 2005; Weide-Botjes et 898).
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Tra BInl e Smal, il secondo enzima ha mostratoiglior potere discriminante (Fig.1): si evidenzia
un cluster dominante di 30 ceppi con omologia geaét90% di cui 11 provenienti da feci di pollo,
10 da uomo, 6 da carne di pollo e 3 da acqua didjusolati nel periodo considerato (2002-2010).

Conclusioni

La circolazione di cloni di salmonella, geneticateestabili nel tempo, nell'ambiente, nelluomo,
negli animali e negli alimenti di origine animake,un concetto noto per la maggior parte dei
sierotipi di salmonella. In merito al sierotipo Ha&dsono disponibili pochi dati in letteratura,
tuttavia i dati regionali relativi a questo siepmti sembrano dimostrare l'ipotesi di partenza.
Tuttavia, riguardo al ruolo dell'acqua di fiume nrllo di trasmissione, sulla base dei dati esatnina
non e possibile stabilire con certezza se rapptiegarnveicolo o un serbatoio, soprattutto a causa
del numero esiguo di ceppi ambientali inclusi hester dominante.

Nondimeno si pud notare che in tale cluster soresenti 2 stipiti isolati dalle acque del fiume
Metauro nel 2008 (provincia Pesaro-Urbino, PU) setigiti provenienti da allevamenti di polli
riproduttori situati nella valle dello stesso fiunselati nel 2006-2007, nonché 7 stipiti isolatllela
feci di galline ovaiole e polli da ingrasso allevat altre province marchigiane nel 2009-2010.
Inoltre, lo stesso clone, e stato isolato in camipdi carne di pollo (2006, 2008 e 2009) e feci
umane (2002-2009).

Per concludere una buona caratterizzazione geoatigi ceppi circolanti in una determinata
regione e un ottimo supporto per indirizzare utterindagini epidemiologiche sul campo e, lo
studio in esame, potrebbe essere proseguito cqgnamo di sorveglianza attiva negli allevamenti
avicoli situati nella valle del Metauro e completabn ulteriori campionamenti di acque di flume e
di balneazione del litorale prossimo alla sua foce.
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