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E’un patogeno di origine 
zoonosica che ha come 

serbatoio numerose specie 
animali (spt. aviari) e come 
veicolo di trasmissione gli 
alimenti di origine animale 

Flagellato 
e ciliato 

Campylobacter 

Gram 
negativo 

 
Forma 

bastoncellare 
curva o a 
spirale  

 

 
Motilità a 

spirale  
 

Non 
sporigeno 

 
Microaerofilia 

(3-15% O2  
    3-5% CO2)  

 

Ossidasi + 

•   E’ la causa più comune di gastroenterite batterica acuta di origine alimentare in tutto il 
mondo 

•   Oltre 200.000 casi in EU nel 2010 EFSA Journal 2012;10(3):2597   
 

Problema di salute pubblica, di considerevole impatto socio-economico 

Descrizione 



Caratterizzazione molecolare di questi microrganismi zoonotici 
associati alla filiera di produzione del pollo da ingrasso  

 
 
 

Estremamente variabile da un punto di vista 
genetico 

Nonostante i numerosi allevamenti intensivi di polli e 
l’importanza economica di questo settore nel comparto delle 
produzioni animali italiane, le indagini svolte negli allevamenti  
 
• per valutare la presenza di Campylobacter a livello di 
produzione primaria,  
• e indagare la sua variabilità genetica  
 
                  ……… SONO ANCORA MOLTO LIMITATE!!! 
 

SCOPO DEL PROGETTO 



PFGE flaA-SVR 



DNA 
fingerprint 

Come si applica? 

BIONUMERICS 
vs.6.6 

Che cos’è la PFGE?  E’ una tecnica utilizzata per generare un’impronta 
digitale del DNA di un batterio 

 



Analisi dell’immagine  - BIONUMERICS - 

Coefficiente di DICE  (IS)  
Metodo UPGMA 

Tenover et al., 1995 

PFGE 



MLST 

Ogni sequenza è considerata un allele 
a cui è associato un numero: 
Ogni ceppo batterico            7 alleli  
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COMPLESSI CLONALI (CC) 

http://pubmlst.org/campylobacter/ 

S.T.A.R.T.2 

 

• glt A: citrate synthase 

• unc A: ATP synthase a subunit 

• asp A: aspartase 

• gly A: serine hydroxy methyl transferase 

• gln A: glutamine synthetase 

• pgm: phospho glucomutase 

• tkt: transketolase 

• fla SVR region. 

 



flaA SVR 

SVR 

flaA 

Amplificazione SVR 

Purificazione 

Reazione di sequenza  

FLA4F:  5’- GGA TTT CGT ATT AAC ACA AAT GGT GC – 3’ 
FLA625RU: 5’– CAA GWC CTG TTC CWA CTG AAG – 3’ 

(Nachamkin et al, 1996) 

Purificazione 

analisi di sequenza  

http://pubmlst.org/campylobacter/flaA 



673  

C.jejuni 

PFGE 
(Pulsed Field Gel 

Electrophoresis) 

flaA SVR  
sequencing 

Tamponi cloacali 

polli in uscita 

dall’allevamento 

 

A 

(n) 

 B 

(n) 

Estate 23 30 

Autunno 38 46 

Inverno 38 38 

Primavera 10 40 

Campioni prelevati  

nelle varie fasi  

di macellazione 

 Cute post deiugulazione 

 Cute post spennatura 

 Cute post eviscerazione  
 Intestino cieco  
 Cute post lavaggio 

A 
(n) 

B 
(n) 

Estate  38 70 

Autunno 34 54 

Inverno 46 65 

Primavera 19 47 

Cute post raffreddamento 

 

A B 

Estate  1 15 

Autunno - 13 

Inverno 6 19 

Primavera 2 3 

Materiali e metodi 
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160 pulsotipi 

SmaI (IS=100%) 

 

141 popolazioni 

clonali (IS≥95%) 

 

25 alleli flaA 

Risultati 



                               ALLEVAMENTO 
A B 

ESTATE P8-P10-P22 P1-P14-P15-P16 

AUTUNNO 
 

P9-P16-P24 P2-P3-P4-P6-P12-P25-P26 

INVERNO 
 

P10-P11 P2-P13-P18-P19-P20-P21-P23 

PRIMAVERA 
 

P16-P17 P2-P4-P5-P6-P7-P13 

P26 = Popolazioni clonali più 

rappresentative di Cj presenti 

nei vari cicli  

analizzati nei due allevamenti 

B 

Cicli Tamponi 
cloacali 

Cute post  
deiugulaz. 

Cute post 
spennat. 

Cute post 
evisceraz. 

Intestini  
ciechi 

Cute 
post lavaggio 

Cute post 
Raffreddamento 

ESTATE P1- P14- P15- P16 P1-P14- P15- P16 0 P14- P15- P16 P1- P15- P16 P1-P15-P16 P1- P15- P16 

AUTUNNO P4- P25- P26 P26 P3- P4- P26 P2- P3- P4- P12 P26 P3- P4- P12 P4- P6 

INVERNO P13- P18-P19-P23 P19-P20 P19-P21 P18-P19 P19-P23 P2-P19 P20-P23 

PRIMAVERA P2-P5-P6 P2-P7-P13 0 P2-P7 P2- P2-P4 - 

A 

Cicli Tamponi 
Cloacali 

 

Cute post  
deiugulaz. 

Cute post 
spennat. 

Cute post 
evisceraz. 

Intestini 
ciechi 

Cute 
post  lavaggio 

Cute post 
raffreddamento 

ESTATE 

 
P8-P10 P8-P22 0 P22 P8-P10 P22 P10 

AUTUNNO 

 
P9-P16-P24 P9-P16 0 P9-P16 P9-P16-P24 P9-P16-P24 0 

INVERNO 

 
P10-P11 P10 0 P10 P10 0 P10 

PRIMAVERA 

 
P17 - P16-P17 - P17 - P17 

Tab.1 

Tab.2 

Tab.3 

Risultati PFGE 
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Risultati flaA SVR           –A- 



0

2

4

6

8

10

12

POST RAFFREDDAMENTO

0

5

10

15

20

25

30

MATTATOIO

0

5

10

15

20

25

ALLEVAMENTO

36 

222 

287 

11 

161 

222 

287 

36 

222 

287 

36 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

ALLEVAMENTO

0

10

20

30

40

50

60

MATTATOIO

0

2

4

6

8

10

12

14

POST RAFFREDDAMENTO

36 

36 

49 

5 
36 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

ALLEVAMENTO

0

10

20

30

40

50

60

70

MATTATOIO

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

POST RAFFREDDAMENTO

117 

287 

222 

 222 

287 

 222 

287 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

ALLEVAMENTO 0

5

10

15

20

25

30

35

40

MATTATOIO

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

POST RAFFREDDAMENTO

239 

260 
265 

287 

1215 

239 

265 

260 

23 

 21 

Risultati flaA SVR           –B- 

ESTATE 
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INVERNO 

PRIMAVERA 



Popolaz. clonale Num .campioni Allevamento Ciclo Fase 

 

 

Allele 1638  
 

P8 1 A Estate Mattatoio 

P9 1 A Autunno Mattatoio 

P10 59 A Inverno Tamp.cloac., mattatoio, post raffredd. 

P11 1 A Inverno Tamp.cloac. 

P16 4 A Autunno Tamp.cloac. 

Popolaz. clonale Num .campioni Allevamento Ciclo Fase 

 

 
Allele 287  

 

P9 1 A Autunno Mattatoio 
P15 1 B Estate Tamp.cloac. 

P16 32 A, 
B 

Autunno 
 
Estate 

Tamp. Cloac., mattatoio 
 
Tamp.cloac., mattatoio, post raffredd- 

P17 6 A Primavera Tamp.cloac., mattatoio, post raffreddam. 
P19 1 B Inverno Mattatoio 
P23 8 B Inverno Tamp.cloac., mattatoio, post raffreddam. 
P24 2 A Autunno Mattatoio 

Metodiche a confronto: PFGE e flaA SVR 



… ma la P10 contiene non solo l’allele 1638 (59),  

ma anche gli alleli 1266 (17) 
                        14 (1) 
                        17 (1) 
                        67 (1) 

Metodiche a confronto: PFGE e flaA SVR 



Indici di diversità e correlazione 

http://darwin.phyloviz.net/ComparingPartitions/index.php?link=Tool# 

Hubert and Arabie’s 



Num. isolati 

Risultati MLST (allevamento B-estate) 

34 isolati da pollo in Italia,  1 
isolato da carne di  pollo in 
Danimarca 

24 isolati da pollo in Italia,  3 
isolati da feci umane in nord 
Europa 

726 isolati da uomo e  carne di  
pollo in Europa, USA, Asia, 

Canada 

254 Isolati da uomo, latte 
crudo, carne di  pollo in Europa, 

USA,Giappone, Sud Africa 



MLST profili Pulsotipi PFGE flaAtype 

Tamponi  
cloacali 

Mattatoio Post  
raffredd. 

ST 2116_st-353 complex 6 1, 6, 62, 11 6, 8 287 

ST 4799_st-446 complex 1, 6, 7, 8 
 

1, 4, 6, 7, 9, 36, 42 - 222, 11 

ST 50_st-21 complex 11 11, 1 11 36 

ST 22_st-22 complex - 2 - 36, 161 

Metodiche a confronto: MLST, PFGE, flaA SVR 
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CC 
353 

CC 
446 

CC  
21 

  ST            2116 ST              4799    ST    50 

PFGE  1, 6, 8, 11, 62 PFGE 1, 4, 6, 7, 8, 9, 36, 42 PFGE 1, 11 

  flaA         287 flaA   222, 
  

  flaA 11 

flaA    36 



Conclusioni (1) 

Non esiste una semplice relazione lineare tra i genotipi definiti dai 3 sistemi di 
tipizzazione utilizzati 

 
Possiamo applicare un indice di diversità che ci dà una misura del potere 
discriminante delle 3 metodiche  

 

Tutte e 3 le metodiche hanno 
un DI simile! 

MLST e flaA SVR risultano 
significativamente congruenti! 



Conclusioni (2) 

L’osservazione piu’ evidente è la grande diversità genetica tra i 
ceppi di C. jejuni. 

La presenza di una stessa popolazione all’interno dello stesso 
allevamento in più cicli presuppone la persistenza e la resistenza di 

alcuni ceppi all’ambiente. 

La presenza di una stessa popolazione nei 2 diversi allevamenti può 
essere un indice di una probabile contaminazione dipendente dalle 

maestranze che operano contestualmente nei 2 allevamenti.    

Presenza di popolazioni clonali caratteristiche della filiera avicola in 
esame, che con l’animale dall’allevamento entrano nel processo di 

macellazione e non subiscono sostanziali mutazioni fino alla fine dello 
stesso.  



Data la distribuzione ubiquitaria di Campylobacter, la possibilità di 
prevenzione e controllo nella catena alimentare dipende in larga 

misura dalla gestione della produzione primaria, cioè dalla 
possibilità di prevenire l’introduzione del Campylobacter negli 
allevamenti e di prevenire la contaminazione fecale di alimenti 

affinando le tecniche di macellazione. 
 

Le misure igieniche preventive lungo tutta la filiera di produzione 
dalla macellazione al prodotto finito sono i mezzi più efficaci per 

controllare i patogeni a trasmissione alimentare. 

 

Conclusioni (3) 



GRAZIE PER L’ATTENZIONE 


