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Abstract. In this study strains of Salmonella Napoli of human, food and environmental origin collected from Marche 
region (Italy) during 2002-2008 have been characterized to value the occurrence of Pulsed Field Gel Electrophoresis 
(PFGE) DNA profiles in this area.  
 
Riassunto. In questo studio ceppi di Salmonella Napoli di orrigine umana ambientale e da cibi proveniente dalla 
Regione Marche dal 2002 ak 2008 sono stati caratterizzati per valutare la presenza di profili DNA in elettroforesi in 
campo pulsato (Pulsed Field Gel Electrophoresis), nell'area studiata.  

 
 
Introduzione 
Le zoonosi a trasmissione alimentare costituiscono attualmente uno dei principali problemi di sanità 
pubblica.  
L’agente zoonotico responsabile della maggior parte delle tossinfezioni alimentari in Europa è 
ancora oggi rappresentato dalla Salmonella (1) e i due sierotipi maggiormente isolati in Italia ed 
Europa nell’uomo sono Enteritidis e Typhimurium (2). 
Salmonella Napoli rappresenta un sierotipo piuttosto raro in Italia. Tuttavia dal 2002 il sistema 
Enter-Net ha registrato un aumento di questo sierotipo in casi di infezione e da fonti ambientali, 
mentre sono rimasti rari gli isolamenti da fonti animali o alimentari (3). In particolare, gli 
isolamenti sono risultati più frequenti nella stagione estiva e in bambini di età inferiore ai 5 anni in 
cui il sierotipo risultava particolarmente aggressivo ed è stata dimostrata un’associazione con 
attività in ambienti rurali a contatto con gli animali e bagni in acque di lago (4). 
Scopo del lavoro è stato quello di mettere in evidenza eventuali relazioni epidemiologiche tra i 
ceppi di S. Napoli isolati nella regione Marche attraverso la tipizzazione molecolare 
(http://www.pulsenet-europe.org/). 
 
Materiali e metodi 
Nella regione Marche dal 2003 al 2008 sono stati raccolti 12 ceppi di S. Napoli di origine umana, 1 
ceppo di origine alimentare e 28 di origine ambientale nell’ambito delle reti nazionali Enter-Net ed 
Enter-Vet. Questi ultimi sono stati tutti isolati dalle acque superficiali e sotterranee legate ai 
processi di potabilizzazione della provincia di Pesaro-Urbino. 
 
Tutti i ceppi sono stati inviati dalle strutture periferiche (laboratori di microbiologia ospedalieri e 
laboratorio del Servizio Acque del Dipartimento Provinciale ARPAM di Pesaro) al Centro di 
Riferimento Regionale per gli Enterobatteri (Istituto Zooprofilattico Sperimentale Umbria Marche, 
Sezione di Macerata) dove sono stati conservati in Microbank™ (Pro-Lab, Weston, Florida) a -
20°C. La sierotipizzazione è stata eseguita secondo lo schema di White- Kauffman-Le Minor (5) 
mediante l’uso di sieri commerciali (Statens Serum Institut-Biogenetics, Danimarca). E’ stato anche 
eseguito il test di sensibilità agli antibiotici con il metodo di diffusione in agar (6). Ogni ceppo è 
stato saggiato rispetto ai seguenti antibiotici: Ampicillina (A) 10 µg, Cloramfenicolo (C) 30 µg, 
Streptomicina (S) 10 µg, Sulfonamidi (Su) 300 µg, Tetraciclina (T) 30 µg, Acido nalidixico (Nal) 
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30 µg, Cefotaxime (Ctx) 30 µg, Ciprofloxacina (Cip) 5 µg, Gentamicina (Gm) 10 µg, Kanamicina 
(Kan) 30 µg, Amoxicillina-acido clavulanico (Amc) 30 µg, Trimethoprim-Sulfametossazolo  (Sxt) 
1,25/23,75, Cefalotina (Kf) 30 µg e Ceftazidime (CAZ) 30 µg; i ceppi di origine non umana sono 
stati saggiati in aggiunta anche nei confronti dei seguenti antibiotici: Colistina (Cl) 10 µg ed 
Enrofloxacina (Enr) 5 µg.  
 
La tipizzazione molecolare è stata eseguita mediante Elettroforesi in Campo Pulsato (PFGE) in 
accordo con il protocollo standardizzato Pulse-Net (7) (http://www.pulsenet-europe.org/). La 
digestione è stata effettuata con l'enzima di restrizione XbaI (Fermentas Life Science) e il ceppo di 
Salmonella enterica sierotipo Braenderup H9812 è stato usato come marcatore di peso molecolare 
(8). Le corse elettroforetiche sono state eseguite utilizzando l’apparecchio a campi pulsati Chef 
Mapper (Bio-Rad). 
 
La cluster analysis è stata eseguita con il software BioNumerics (v. 4.61, Applied Math, Sint-
Martens-Latem, Belgio). I valori di similarità sono stati calcolati con il coefficiente di Dice mentre 
l'algoritmo UPMGA (unweighted pair group method with arithmetic means), con 1.00% di 
tolleranza e 1.00% di ottimizzazione, è stato impiegato per ottenere il dendrogramma. I profili di 
DNA che differivano per una o più bande sono stati considerati profili distinti tuttavia ceppi con un 
coefficiente di similarità >90% sono stati considerati strettamente correlati dal punto di vista 
genetico. 
 
Risultati e discussione 
Dei 41 ceppi analizzati, 38 sono risultati sensibili agli antibiotici testati, 1 è risultato resistente alla 
S, 1 ha presentato profilo di resistenza ACSu+Sxt e 1 ha presentato il profilo ASSuT.  
 
Trentasei ceppi sono risultati tipizzabili mediante PFGE. Dall’analisi dei profili di restrizione risulta 
che i ceppi di S. Napoli circolanti nella Regione Marche sono raggruppabili in 2 cluster principali, 
A e B, aventi omologia superiore al 90% (Fig 1). Il cluster A comprende 6 ceppi di cui 1 umano (n° 
59467) che presenta un’omologia superiore al 97% con 1 ceppo di origine ambientale.  
Il cluster B è il più rappresentato, comprendendo 17 ceppi isolati dalle acque superficiali e 
sotterranee di potabilizzazione della provincia di Pesaro-Urbino.  
 
Un ceppo di origine umana, n° 53145, presenta un’ omologia del 100% con un ceppo di origine 
ambientale (fiume Metauro n° 30476/07) (Fig 1) 
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Malgrado questa omologia non sono disponibili informazioni utili a correlare epidemiologicamente 
i due ceppi, quello umano isolato nel 2004 e quello ambientale nel 2007. E’ tuttavia interessante 
notare che il fiume sfocia a pochi Km da Fano dove il paziente aveva la residenza.  
 
L’unico campione di origine alimentare è stato isolato da un campione di ciauscolo, un salume 
tipico marchigiano poco stagionato, prelevato nel 2007 nell’ambito di un piano di autocontrollo 
HACCP di un laboratorio artigianale della provincia di Macerata. Sebbene il ceppo isolato da 
alimento presenti un’omologia genetica del 97% con 1 ceppo di origine umana (n°64999), non 
risulta evidente una loro relazione epidemiologica dal momento che sia il luogo che la data di 
isolamento sono diversi. 
 
Per quanto riguarda i ceppi di origine umana questi non sono epidemiologicamente correlati e le 
informazioni disponibili non riportano il coinvolgimento di alimenti o un’associazione con attività 
in ambienti rurali. In relazione al mese di prelievo e all’età dei pazienti si nota una discreta 
variabilità, a differenza di quanto notato in altre regioni. (4).  
 
 
Conclusioni 
Dalla letteratura emerge che molte epidemie di salmonellosi causate da fonti idriche contaminate 
hanno coinvolto intere regioni e ampi territori. 
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Fig 1: Cluster analysis dei profili rappresentativi di PFGE  ottenuti con l’enzima XbaI dagli 
isolati di S. Napoli. 



 44

La natura ubiquitaria di Salmonella suggerisce che la trasmissione nell’ambiente acquatico è 
altamente probabile. In particolare, le precipitazioni e le alluvioni possono favorire la 
mobilizzazione dei batteri dall’ambiente rurale e urbano così come dagli impianti di depurazione 
lungo i fiumi e trasportarli nell’ambiente marino. I fattori ambientali che influenzano la presenza di 
Salmonella nelle acque superficiali non sono ancora ben conosciuti, tuttavia studiare e capire il 
ruolo di variabili come la temperatura e le precipitazioni sulle variazioni di concentrazione di 
Salmonella nelle acque destinate alla potabilizzazione o ad uso ricreativo, risulta fondamentale per 
predire e, in ultima analisi, prevenire la diffusione di questi batteri attraverso le acque. A tal 
proposito alcuni autori recentemente hanno trovato una stretta correlazione tra il livello di 
precipitazioni e la concentrazione di Salmonella nelle acque fluviali soprattutto se nelle vicinanze di 
allevamenti e campi agricoli (9).  
 
Da questo studio preliminare emerge che la diffusione di Salmonella Napoli nella Regione Marche 
risulta alquanto peculiare, in quanto nel territorio circolano alcuni cloni ad elevata omologia che 
perdurano nel tempo e che si possono riscontrare negli alimenti, nell’ uomo e nei corsi fluviali della 
provincia di Pesaro-Urbino.  
Nello studio presentato, la maggioranza dei campioni positivi è stata isolata dal fiume Metauro in 
quanto maggiormente utilizzato e monitorato per le captazioni di acque superficiali destinate alla 
potabilizzazione ai sensi dell’All. 2 Sez. A del D.L. 152/2006. 
Nella provincia di Pesaro sono attivi 11 punti di captazione di cui 8 sull’asta fluviale del fiume 
Metauro e, in generale, nei fiumi della provincia di Pesaro-Urbino l’impatto antropico risulta 
preponderante rispetto all’impatto agro-zootecnico e industriale. Sarebbe comunque opportuno 
approfondire lo studio tramite dati di prevalenza di Salmonella Napoli relativi agli allevamenti che 
si trovano nella valle del Metauro, dato inoltre che la regione Marche presenta un territorio ad 
elevato rischio idrogeologico e che fenomeni come esondazioni e frane risultano sempre più 
frequenti.  
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