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Riassunto

Il fenomeno dell’antibiotico-resistenza rappresenta un grave problema
per la sanita pubblica e la sua diffusione € attribuita principalmente al-
la capacita dei batteri di scambiarsi orizzontalmente materiale genetico
attraverso plasmidi, spesso associati agli integroni (Sunde and Nor-
strom, 2006). Questo studio nasce con l’'obiettivo di definire i profili fe-
notipici e genotipici di antibiotico-resistenza, in particolare la presenza e
la caratterizzazione degli integroni di classe 1 e 2 in E. coli isolati sia da
volatili che da lagomorfi domestici e selvatici campionati in Italia tra il
2006 e il 2012. I ceppi isolati da quest’ultima categoria di animali sono
stati sottoposti anche a tipizzazione molecolare mediante Multilocus Se-
quence Typing (MLST) e del contenuto plasmidico. Mediante PCR-Based
Replicon Typing (PBRT). Inoltre sono stati ricercati i geni Plasmid Media-
ted Quinolone Resistance (PMQR) responsabili di una ridotta sensibilita
ai chinoloni e fluorochinoloni. La presenza degli integroni di classe 1 €
stata riscontrata in ceppi con profili di multifarmaco-resistenza isolati
sia da volatili che da lagomorfi domestici e selvatici. Gli integroni di
classe 2 sono stati invece rilevati soltanto negli E. coli di origine aviare.
Le cassette geniche riscontrate di frequente sono state varie combina-
zioni dei geni aadA, sat e dfrA, responsabili della resistenza agli amino-
glicosidi e al trimethoprim. Il 12,2% degli isolati da lagomorfi domestici
e selvatici € risultato positivo ai geni ogxAB e, ad eccezione di 3, isolati
da conigli di allevamento. La maggior parte dei ceppi ogxAB-positivi ap-
parteneva al CC17 e presentava nel proprio corredo da 1 a 7 classi di
plasmidi diversi, quali IncF, IncHI1, Incll, IncR, IncN, IncP, IncXl1,
IncY, e ColE. Questo studio fornisce un importante contributo sulla dif-
fusione degli integroni e dei geni PMQR in ceppi isolati da animali sia
domestici che selvatici e indica limportante ruolo giocato da queste
specie come reservoir di determinanti genetici di antibiotico-resistenza e

quali possibili fonti di batteri antibiotico-resistenti per 'uomo.



Abstract

Antimicrobial-resistance is a public health problem world-wide and it is
largely attributed to horizontal exchange of transferable genetic ele-
ments such as plasmids carrying integrons (Sunde and Norstrom,
2006). The aim of this study was to define the antimicrobial-resistance
phenotypes and to characterize class 1 and class 2 integrons in E. coli
isolated both from commercial and wild birds and lagomorphs between
2006 and 2012 in Italy. The strains isolated form lagomorphs were also
genotyped and screened for Plasmid-Mediated Quinolones Resistance
(PMQR) genes and plasmids. Strains were examined for antimicrobial
susceptibility by agar disk diffusion method. Class 1 and class 2
integrons were detected by real-time PCR and gene cassettes content
identified by DNA sequencing. PMQR genes were screened by PCR and
DNA sequencing. Clonal relatedness of the isolates from lagomorphs
was assessed by Multilocus Sequence Typing (MLST). Plasmids were
characterized by PCR-Based Replicon Typing (PBRT). Class 1 integrons
were detected in multi-drug resistant E. coli both from commercial and
wild birds and lagomorphs while class 2 integrons were found only in
domestic avian species. Different gene cassettes were identified but the
most common were combinations of aadA, sat and dfrA, codifying for
aminoglycosides and trimethoprim resistance. Of the 172 E. coli isolates
from lagomorphs, 12.2% (21/172) carried ogxAB, none other PMQR de-
terminants. All but 3 ogxAB positive E. coli strains were recovered from
farm rabbits and most of them were associated with the predominant
CC17 and carried from 1 to 7 different plasmid types, such as IncF,
IncHI1, Incl1, IncR, IncN, IncP, IncX1, IncY, and ColE. This study pro-
vides new insights on the prevalence and dissemination of integrons
and ogxAB in E. coli from farm and wild animals, suggesting that these
species may be reservoir of these genetic determinants in Italy and thus

a potential source of multi-drug resistant E. coli for humans.
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INTRODUZIONE

1. La minaccia della resistenza batterica agli

antimicrobici

La scoperta degli antimicrobici rappresenta indubbiamente una delle
conquiste piu importanti del XX secolo in campo medico, in quanto ha
fornito una valida soluzione per la prevenzione e il trattamento di malat-
tie infettive ritenute un tempo incurabili (EFSA, 2010b).

Il primo antibiotico, la penicillina, fu scoperto da Alexander Fleming nel
1928, per poi essere sviluppato come farmaco ed introdotto nella pratica
clinica da Ernst Chain e Howard Florey negli anni ‘40. Questa scoperta
valse loro il Premio Nobel per la Medicina nel 1945 (consultabile nel sito
http:/ /www.nobelprize.org).

Nonostante l'indiscutibile contributo svolto da queste molecole nel pro-
gresso della medicina, legato soprattutto ad una drastica riduzione della
morbilita e mortalita associate a patologie di origine batterica, negli ul-
timi decenni l'efficacia degli antimicrobici €& stata in parte offuscata dalla
capacita dei batteri di sviluppare meccanismi di resistenza nei confronti
della maggior parte delle molecole disponibili (Harbottle et al, 2006;
Van Hoek et al.,, 2011).

I1 fenomeno dell'antibiotico-resistenza consiste essenzialmente in un
adattamento evolutivo che i batteri sono in grado di sviluppare come
conseguenza della loro esposizione agli antimicrobici e pud essere defi-
nito come la capacita dei microrganismi di sopravvivere e crescere in
condizioni normalmente letali (Guardabassi and Kruse, 2008).

In un mondo dove si fa largo uso di queste molecole in diversi campi
della medicina sia umana che animale e nella pratica zootecnica, negli
ultimi anni si € assistito ad una rapida comparsa, selezione e diffusione
di popolazioni batteriche antibiotico-resistenti negli animali,
nell’ambiente e nell'uomo (EFSA and ECDC, 2012). Infatti, quando una
molecola antimicrobica viene introdotta in un ecosistema, indipenden-

temente dal serbatoio animale in cui viene utilizzata, essa agisce come
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forza selettiva nei confronti delle popolazioni batteriche, favorendo la
progressiva crescita e diffusione di ceppi in grado di sopravvivere alla
sua azione a scapito della popolazione invece sensibile. Tale fenomeno
comporta una progressiva perdita di efficacia delle molecole antimicro-
biche di uso comune e quindi la necessita di sviluppare sempre nuovi
farmaci. Tuttavia, la comparsa di resistenze € certamente piu rapida ri-
spetto alla possibilita di sviluppo di nuove molecole (Van den Bogaard et
al., 2000; Guardabassi and Kruse, 2008; WHO, 2011; EFSA and ECDC,
2011; EFSA and ECDC, 2012).

Oggi questo fenomeno rappresenta una vera emergenza per la sanita
pubblica sia nei Paesi sviluppati che in via di sviluppo con importanti
ripercussioni economiche sulla societa. Il trattamento di patologie, mol-
te delle quali di origine alimentare, sostenute da batteri con profili di
multifarmaco-resistenza (MDR), rappresenta infatti un costo partico-
larmente gravoso a causa dell’aumento delle complicazioni, della morbi-
lita e della mortalita conseguenti. Si stima che in Europa i decessi ri-
conducibili all’inefficacia dei trattamenti farmacologici delle infezioni si-
stemiche da batteri MDR (in particolare Staphylococcus aureus, Escheri-
chia coli, Enterococcus faecium, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa) siano 25.000/anno (5,1 ogni
100.000 abitanti) ed un costo annuo per la collettivita, legato alla spesa
sanitaria e alle perdite produttive, di almeno 1,5 miliardi di euro (ECDC
and EMEA, 2009).

L’attuale dimensione del problema ha raggiunto proporzioni tali da in-
durre Organi internazionali quali I’'Organizzazione Mondiale della Sanita
(World Health Organization, WHO), il Centro Europeo per la Prevenzione
e il Controllo delle Malattie (European Centre for Disease Prevention and
Control, ECDC) e I’Autorita Europea per la Sicurezza Alimentare (Euro-
pean Food and Safety Authority, EFSA) ad adottare strategie comuni a
livello comunitario ed internazionale, volte a contenere il diffondersi del-
la resistenza agli antimicrobici e a preservare il piu possibile l’efficacia

delle molecole esistenti. I provvedimenti adottati riguardano soprattutto
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il rafforzamento dei sistemi di sorveglianza, la prevenzione delle infezio-
ni batteriche, anche di origine alimentare, per ridurre la necessita di ri-
correre agli antimicrobici e favorire la formazione e l'informazione su un
uso prudente di queste molecole sia in medicina umana che nella prati-

ca zootecnica (Rapporto ISTISAN 10/37, 2010; WHO, 2011).
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2. La sorveglianza dell’antibiotico-resistenza in

Europa

E’ noto che 'uvomo, gli animali e le derrate alimentari di origine animale
possono fungere da reservoir di batteri antibiotico-resistenti. Per questo
motivo, per poter monitorare il fenomeno dell’antibiotico-resistenza e
comprendere le principali vie di diffusione e trasmissione, ¢ fondamen-
tale istituire un sistema di sorveglianza integrato che comprenda tutte
le possibili fonti. Il monitoraggio ¢ utile non soltanto per poter chiarire
I’entita del problema, ma soprattutto affinché vengano garantiti, nella
catena alimentare, interventi efficaci e mirati volti al contenimento della

diffusione del fenomeno.

2.1 Sorveglianza dell’antibiotico-resistenza in batteri di

origine umana

Nel 1998 1'Unione Europea ha deciso di istituire una rete di sorveglianza
europea, I’European Antimicrobial Resistance Surveillance System (E-
ARSS), dove raccogliere i dati sulla prevalenza e diffusione
dell’antibiotico-resistenza di ciascun Paese facente parte. A partire da
gennaio 2010, questa rete ha assunto carattere istituzionale, European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net), € finanziata e
coordinata dall’European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC) e funge da punto di raccolta e di controllo dei dati ottenuti dai
sistemi di sorveglianza nazionali (EFSA and ECDC, 2012).

In particolare, 'EARS-Net, attraverso un database europeo denominato
The European Surveillance System (TESSy), raccoglie i dati riguardanti
la resistenza alle pit importanti molecole antimicrobiche di sette pato-
geni di rilievo per la salute pubblica, in quanto responsabili di batterie-
mie e meningiti nell’'uomo: Staphylococcus aureus, Streptococcus pneu-
moniae, Enterococcus faecalis/faecium, Klebsiella pneumoniae/oxytoca,

Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. La sorveglianza si basa es-
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senzialmente sulle reti nazionali che sistematicamente raccolgono i dati
provenienti dai laboratori di riferimento e li riportano nel database
TESSy delllECDC (http://ecdc.europa.eu/en/activities /surveillance
/TESSy/Pages/TESSy.aspx).

Per quanto riguarda il nostro Paese, gia a partire dal 1999 con un pro-
getto di sorveglianza pilota, evolutosi poi nel 2001 in un vero e proprio
sistema si sorveglianza (AR-ISS), 1'Istituto Superiore di Sanita raccoglie i
dati provenienti da 48 laboratori presenti sul territorio nazionale relati-
vi all’antibiotico-resistenza dei patogeni la cui sorveglianza €& prevista
dall’ECDC. I dati vengono quindi raccolti nella rete di sorveglianza na-
zionale ed inseriti nel database europeo (www.Epicentro.iss.it/focus
/resistenza_antibiotici/resistenza.asp).

Oltre al’EARS-Net, 'ECDC coordina e finanzia anche un’altra rete di
sorveglianza, I’European Food and Waterborne Diseases and Zoonoses
Network (FWD-Net) avente come obiettivo la sorveglianza dei principali
agenti zoonotici e patogeni di origine alimentare, in particolare Salmo-
nella spp., Campylobacter spp. € E. coli produttore di verocitotossina
(VTEC) (EFSA and ECDC, 2012 food).

Per quanto riguarda 1'Italia, € stato istituito un sistema di sorveglianza
denominato ENTER-NET Italia, sempre coordinato dallTstituto Superio-
re di Sanita, volto al monitoraggio delle infezioni sostenute da Salmonel-
la spp., Campylobacter spp., E. coli produttore di verocitotossina
(VTEC), Listeria monocytogenes, Shigella spp. € Yersinia spp. €
lattuazione di un sistema di sorveglianza integrato uomo-animali-
alimenti-ambiente grazie alla collaborazione con i laboratori veterinari
di riferimento. Anche in questo caso, i dati raccolti attraverso questa re-
te vengono regolarmente inviati al’ECDC attraverso il sistema di sorve-

glianza TESSy (http://www.iss.it/ente/).
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2.2 Sorveglianza dell’antibiotico-resistenza in batteri di

origine animale

Per poter stimare la diffusione del fenomeno dell’antibiotico-resistenza
nella sua globalita ed avere indicazioni sulle possibili vie di trasmissione
e diffusione nell’ambiente, € importante che la sorveglianza sia rivolta
anche a batteri di origine animale isolati dalle principali categorie alle-
vate nell’lUnione Europea e dalle loro carni destinate al consumo uma-
no. Infatti, in accordo con la normativa europea (Direttiva 2003 /99/EC
art. 7) sul monitoraggio delle zoonosi e degli agenti zoonosici, ogni Stato
Membro € tenuto ad attuare sistemi di sorveglianza finalizzati ad ottene-
re dati comparabili relativi alla diffusione dell’antibiotico-resistenza nei
batteri zoonotici che permettano di identificare tempestivamente situa-
zioni particolarmente problematiche e di mettere in atto efficaci strate-
gie d’intervento. In particolare, la Comunita Europea promuove la sor-
veglianza di Salmonella spp. e Campylobacter spp. negli allevamenti in-
tensivi di broiler, suini e bovini e, dal 1 gennaio 2010 anche di tacchini
per quanto riguarda Salmonella spp. Il monitoraggio del fenomeno
dell’antibiotico-resistenza in microorganismi commensali, quali E. coli
ed enterococchi (E. faecium e E. faecalis), € invece consigliata ma non
obbligatoria (Dir. 2003/99/EC e D.L. 2006/191; EFSA and ECDC,
2012).

I provvedimenti adottati dalla Comunita Europea al riguardo nascono
principalmente dalla considerazione secondo cui la drammatica diffu-
sione del fenomeno dell’antibiotico-resistenza verificatasi negli ultimi
anni € legata all'uso, talvolta massivo o improprio, di antimicrobici sia
in medicina umana che veterinaria. Molto spesso infatti le molecole an-
timicrobiche utilizzate negli animali da reddito e da compagnia appar-
tengono alle stesse classi di farmaci utilizzate per la terapia delle infe-
zioni in medicina umana. E’ quindi probabile che la rapida selezione e

diffusione di cloni batterici antibiotico-resistenti patogeni, commensali e
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talvolta ambientali sia riconducibile all’utilizzo di questi farmaci sia
nell’'uomo che negli animali (WHO; 2011).

La resistenza batterica che si sviluppa nelle produzioni zootecniche puo
essere trasmessa all'uomo mediante il consumo di alimenti contaminati
oppure, a seguito della diffusione di popolazioni batteriche antibiotico-
resistenti nell’ambiente, attraverso 'assunzione di acqua contaminata o
tramite contatto diretto con gli animali. E’ noto infatti che la maggior
parte dei casi di infezioni nell'uomo sostenute da Salmonella spp., Cam-
pylobacter spp. e da alcuni ceppi di E. coli patogeni sono da imputare al
consumo di alimenti contaminati. Inoltre, se tali infezioni sono sostenu-
te da batteri antibiotico-resistenti, il loro trattamento puo risultare diffi-
cile a causa della mancanza di molecole antimicrobiche efficaci (EFSA,
2008a).

Non di minor rilievo, € la diffusione di batteri commensali con fenotipi di
antibiotico-resistenza: questi batteri, infatti, pur non essendo responsa-
bili di patologia, possono fungere da veri e propri reservoir di geni di re-
sistenza facilmente trasmissibili orizzontalmente anche a batteri poten-
zialmente patogeni per 'uomo e/o per gli animali (EFSA, 2008b).

Per tutte queste ragioni e alla luce dellimportanza che il fenomeno
dell’antibiotico-resistenza rappresenta per la salute pubblica, la Comu-
nita Europea ha adottato una serie di provvedimenti volti a contenere il
diffondere del fenomeno: rafforzare la sorveglianza dell’antibiotico-
resistenza e del consumo di antimicrobici sia nell’'uomo che negli ani-
mali, migliorare la prevenzione delle malattie infettive per ridurre la ne-
cessita di ricorrere ai trattamenti farmacologici, favorire la formazione,
I'informazione e la ricerca in materia di antibiotico-resistenza (WHO,
2011).

In questo senso I'’EFSA, organismo indipendente istituito dall’'Unione
Europea nel 2002 con l'obiettivo di garantire la sicurezza del consuma-
tore in tema di alimenti, promuove il monitoraggio dell’antibiotico-
resistenza sia nei batteri potenzialmente zoonosici circolanti negli alle-

vamenti avicoli, di bovini e suini (Salmonella spp. e Campylobacter spp.)

10
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sia nei batteri commensali, definiti indicatori, albergati nell’intestino de-
gli animali (EFSA and ECDC, 2012, Dir. 2003/99/EC).

Per quanto riguarda lTtalia, la sorveglianza dell’antibiotico-resistenza
negli animali, in particolare lungo la filiera produttiva, ¢ affidata agli I-
stituti Zooprofilattici Sperimentali (IZS) presenti nel territorio. Dal 2002
€ stato istituito, quale Centro di referenza nazionale per l’antibiotico-
resistenza (CRAB), llstituto Zooprofilattico del Lazio e della Toscana

(D.M. 8-5-2002 dalla Gazz. Uff. 22 maggio 2002, n. 118).

11
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3. Diffusione del fenomeno dell’antibiotico-

resistenza

3.1 Nell’uomo

Sulla base di quanto riportato dal’ECDC nella relazione sulla sorve-
glianza della resistenza antimicrobica, tra il 2008 e il 2011 in Europa si
¢ assistito ad un aumento dell’antibiotico-resistenza soprattutto nei pa-
togeni gram-negativi posti sotto sorveglianza (Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa). Il dato piu allarmante ri-
guarda 'aumento di patogeni multifarmaco-resistenti in piu di un terzo
dei 29 Paesi dichiaranti UE/SEE. A destare particolare preoccupazione
€ soprattutto la resistenza combinata a piu classi di antimicrobici, quali
cefalosporine di terza generazione, aminoglicosidi e fluorochinoloni, in
E. coli e K. pneumoniae e 'aumento della resistenza nei confronti di far-
maci “salva-vita”, quali i carbapenemi (ECDC, 2012).

Inoltre, dai dati riportati nell'ultima relazione congiunta sulla resistenza
agli antimicrobici stilata dall’EFSA e dal’ECDC, emerge un aumento dei
casi umani di salmonellosi e campilobatteriosi sostenuti da batteri anti-
biotico-resistenti. In particolare, sono state riscontrate resistenze eleva-
te nei confronti delle tetracicline, dell’ampicillina e dei sulfamidici nei
ceppi di Salmonella spp., mentre in Campylobacter spp. soprattutto nei
confronti dell’ampicillina e di chinoloni e fluorochinoloni quali ’acido
nalidixico e la ciprofloxacina (EFSA and ECDC, 2012).

Dati piu confortanti invece riguardano la frequenza dell’antibiotico-
resistenza nei gram-positivi (Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
aureus ed Enteroccus faecium/faecalis) in quanto il trend sembra stabi-
lizzarsi e, in alcuni Paesi, persino diminuire (ECDC, 2012).

Per quanto riguarda l'Italia, dal rapporto sull’attivita di sorveglianza nel
triennio 2006-2008 a cura delllstituto Superiore di Sanita e dal rappor-
to annuale del’EARS-Net del 2010, i dati piu preoccupanti riguardano

un aumento della diffusione dell’antibiotico-resistenza in particolare nei
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batteri gram-negativi quali E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa. Per
quanto riguarda E. coli, di rilievo € una resistenza elevata nei confronti
delle aminopenicilline e fluorochinoloni, con un trend in progressivo
aumento nel periodo compreso tra il 2003 e il 2010. Percentuali elevate
di ceppi di K. pneumoniae/ oxytoca resistenti sono state riscontrate nei
confronti delle aminopenicilline (a cui sono intrinsecamente resistenti) e
alle cefalosporine di terza generazione. Allarmante € soprattutto la pre-
senza di percentuali elevate di P. aeruginosa resistenti alle aminopeni-
cilline, alle cefalosporine di terza generazione e ai carbapenemici: rispet-
tivamente il 97,8%, il 61% e il 25,8% dei ceppi sono risultati infatti in-
sensibili a queste molecole. Dati pit confortanti riguardano invece S.
pneumoniae, S. aureus meticillino-resistenti e P. aeruginosa per i quali,
in genere, il trend sembra stabile o in miglioramento per la maggior par-
te degli antimicrobici testati (ISTISAN 10/37, 2010; ECDC, 2011).
Inoltre, in linea con i dati evidenziati a livello europeo nella recente rela-
zione congiunta del’EFSA e del’ECDC, dal rapporto dell’attivita di sor-
veglianza delle infezioni enteriche nel periodo compreso tra il 2007 e il
2009 di Enter-net e nella relazione congiunta EFSA-ECDC sono state
riscontrate resistenze particolarmente elevate anche in ceppi di Salmo-
nella spp. (in particolare S. Typhimurium) e Campylobacter spp. isolati
da casi clinici umani di salmonellosi e campilobatteriosi. In particolare,
il 52-60% dei ceppi di Salmonella spp. ha mostrato resistenza nei con-
fronti delle tetracicline, il 50-38% all’ampicillina, il 49-60% alla strep-
tomicina e il 48-64% ai sulfamidici con variazioni a seconda del periodo
considerato, ma con un trend in costante aumento dal 2007 al 2010.
Per quanto riguarda Campylobacter spp., € stato possibile osservare
un’elevata percentuale di ceppi resistenti a chinoloni e fluorochinoloni
(62%), mentre la percentuale di ceppi resistenti ai macrolidi si mantiene
relativamente bassa (13,9%) (Dionisi et al.,, 2011; EFSA and ECDC,
2012).
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3.2 Negli animali e nelle derrate di origine animale

Dai dati riportati dall’EFSA e dal’ECDC nella recente relazione congiun-
ta sull’antibiotico-resistenza riferita all’anno 2010 emerge che, stante le
differenze sui livelli di resistenza alle singole molecole a seconda dello
Stato Membro, questo fenomeno € largamente diffuso non soltanto nei
patogeni isolati da casi umani di infezione ma anche in batteri, sia po-
tenzialmente zoonotici che commensali, di origine animale. Per quanto
concerne Salmonella spp. i dati piu allarmanti riguardano le resistenze
nei confronti delle tetracicline (75%), dei sulfamidici (64%) e
dell’ampicillina (51%) soprattutto nei ceppi isolati da suini e bovini. Per
quanto riguarda i fluorochinoloni quali la ciprofloxacina, il 28% dei cep-
pi di Salmonella spp. ha mostrato resistenza nei confronti di questa mo-
lecola, soprattutto i ceppi di origine avicola (tacchini, broiler e loro car-
ni). Le resistenze riscontrate piu di frequente in Campylobacter spp. iso-
lati soprattutto da broiler, riguardano molecole quali I’acido nalidixico,
la ciprofloxacina e le tetracicline, con percentuali variabili a seconda
della specie e del Paese di origine. Livelli di resistenza piu elevati a que-
ste molecole sono stati riscontrati infatti in C. coli (rispettivamente del
76%, 84% e 73%) rispetto a C. jejuni (43% 47% 32%) sempre di origine
avicola. Resistenze piul contenute sono state invece rilevate nei confronti
dell’eritromicina e della gentamicina dove piu del 99% dei ceppi di C. je-
juni e 1’85-90% di C. coli isolati dal pollame sono risultati sensibili a
queste molecole. Resistenze comunque importanti sono state riscontrate
anche in ceppi di Campylobacter spp. isolati da suini e bovini, in parti-
colare alle tetracicline e a chinoloni e fluorochinoloni.

Per quanto riguarda invece batteri commensali quali E. coli, le resisten-
ze riscontrate con maggior frequenza riguardavano le tetracicline (31-
48% dei ceppi a seconda della categoria di animali considerata),
l'ampicillina (21-35%) e i sulfamidici (34-37%), con notevoli differenze
tra i 10 Paesi dichiaranti (8 Paesi UE e 2 non UE). Per quanto riguarda

invece l'acido nalidixico e la ciprofloxacina, le resistenze piu elevate so-
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no state evidenziate nei ceppi isolati da broiler, rispettivamente nel 26%
e nel 29% dei ceppi testati. Tra gli enterococchi commensali, le resisten-
ze piu comuni erano rivolte a molecole quali l’eritromicina e le tetraci-
cline, con percentuali variabili a seconda della specie considerata (E. fa-
ecium ed E. faecalis), della categoria di animali da cui sono stati isolati e
dal Paese di origine. Per quanto riguarda le tetracicline, circa il 56-60%
dei ceppi di E. faecium/faecalis isolati da broiler € risultato resistente a
questa classe di molecole e il 47-56% all’eritromicina. Percentuali di re-
sistenza simili sono state osservate anche nei ceppi di enterococchi iso-
lati da suini, mentre livelli piu contenuti negli isolati da bovini (EFSA
and ECDC, 2012).

Per quanto riguarda !ltalia, nell’lanno 2010 i dati pit preoccupanti ri-
guardano, per quanto concerne Salmonella spp., la resistenza riscontra-
ta nei ceppi isolati da tacchini nei confronti delle tetracicline (96%),
dell’ampicillina (88%) e dei sulfamidici (69%) mentre il 21-25% degli iso-
lati da broiler ha mostrato resistenza nei confronti dell’acido nalidixico,
della ciprofloxacina, dei sulfamidici, delle tetracicline e dell’ampicillina.
Resistenze elevate sono state rilevate anche nei ceppi di Salmonella spp.
di origine suina, in particolare nei confronti delle tetracicline (78%), sul-
famidici (68%) e ampicillina (46%) (EFSA and ECDC, 2012).

Per quanto riguarda invece la diffusione dell’antibiotico-resistenza in
ceppi di Campylobacter spp. di origine animale, in Italia gli ultimi dati
risalgono al triennio 2007-2009 a seconda della categoria di animali in-
clusa nel monitoraggio. Per quanto riguarda le resistenze evidenziate in
ceppi di C. coli isolati da broiler nel 2008, i dati piu preoccupanti si rife-
riscono alle tetracicline nei confronti delle quali la quasi totalita dei
ceppi € risultata resistente (96%), seguite dalla ciprofloxacina (89%),
dall’acido nalidixico (70%) e dall’eritromicina (54%). Livelli di resistenza
simili sono stati riscontrati anche nei ceppi di C. jejuni per quanto ri-
guarda i chinoloni e fluorochinoloni, mentre resistenze piu contenute
sono state evidenziate nei confronti delle tetracicline (73%) e

dell’eritromicina (7%) (EFSA, 2010b; EFSA, 2011).
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Le informazioni piu recenti sulla diffusione dell’antibiotico-resistenza in
Campylobacter spp. isolati da suini e bovini invece risalgono rispettiva-
mente al 2007 e 2009. Seppur con differenze a seconda della specie bat-
terica e degli animali di origine, sono state evidenziate resistenze piu
contenute (anche se comunque preoccupanti) rispetto a quanto rilevato
nei ceppi isolati dal pollame (EFSA, 2010b; EFSA, 2011).

Per quanto riguarda lltalia, non sono disponibili informazioni recenti
relative alle resistenze riscontrate in batteri indicatori quali E. coli ed E.
faecalis/ faecium. Gli ultimi dati risalgono infatti al 2007 e le resistenze
piu elevate riguardano E. coli isolati da broiler. Circa il 40% dei ceppi
raccolti ha infatti mostrato resistenza ai sulfamidici e al cloramfenicolo,
il 50% all’acido nalidixico e streptomicina, il 70% alla tetraciclina e
I’'80% all’ampicillina. Percentuali elevate di resistenza sono state rilevate
anche nei ceppi della stessa specie isolati dai suini, soprattutto nei con-
fronti delle tetracicline (82%), mentre sono stati riscontrati livelli piu
contenuti nei confronti dell’acido nalidixico (17%). Non sono invece ri-
portate informazioni per quanto riguarda gli enterococchi (EFSA,

2010a).
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4. L’importanza del monitoraggio dell’antibiotico-

resistenza nei batteri patogeni e commensali

Alla luce dellimportanza che i batteri antibiotico-resistenti di origine a-
nimale rappresentano per la salute pubblica, a destare particolare pre-
occupazione sono soprattutto le infezione batteriche a carattere zoonoti-
co. E’ noto infatti che la maggior parte dei casi di infezioni umane so-
stenute da Salmonella spp., Campylobacter spp. € da E. coli sono da im-
putare al consumo di alimenti contaminati di origine animale e, per
questo motivo, 'UE ne promuove il monitoraggio ormai da diverso tem-
po. Tuttavia, negli ultimi anni, a destare particolare interesse € la pro-
gressiva diffusione di batteri commensali antibiotico-resistenti. Questi
batteri infatti, pur non svolgendo un ruolo di primo piano poiché solo
raramente sono responsabili di patologie nell’'uomo e negli animali, pos-
sono fungere da reservoir di geni di resistenza alle molecole antimicrobi-
che, geni potenzialmente trasmissibili orizzontalmente anche a batteri
patogeni (EFSA, 2008D).

Data quindi I'importanza del monitoraggio dell’antibiotico-resistenza sia
nei batteri commensali che patogeni, E. coli puo essere considerato un
candidato ideale per comprendere le vie e i meccanismi di trasmissione
e stimare la diffusione del fenomeno nell’ambiente. Infatti, E. coli &€ sia
un componente del microbiota intestinale dei vertebrati, sia un patoge-
no responsabile di infezioni, anche gravi, nell'uomo e negli animali. Per
questo motivo, il successo del trattamento farmacologico di infezioni so-
stenute da ceppi di E. coli antibiotico-resistenti, ¢ certamente piu a ri-
schio in quanto questi microorganismi, soprattutto se multifarmaco-
resistenti, sono potenzialmente piu virulenti rispetto ai loro omologhi
sensibili (von Baum et al., 2005). Inoltre i ceppi resistenti, sia commen-
sali che patogeni, presentano un vantaggio selettivo nei confronti di mi-
croorganismi sensibili in quanto hanno maggiori probabilita di coloniz-

zare e persistere nell'intestino ospite (Barza et al., 2002; von Baum et
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al., 2005). La presenza quindi di batteri commensali antibiotico-
resistenti quali possibili serbatoi di geni di resistenza trasmissibili ad al-
tri microorganismi anche di diverse nicchie ecologiche, rappresenta cer-
tamente una grave minaccia per la sanita pubblica. Lo studio
dell’antibiotico-resistenza in questi microorganismi € quindi particolar-
mente interessante poiché E. coli, essendo un batterio ubiquitario e
quindi piu diffuso rispetto ad altri microorganismi, € in grado di fornire
importanti indicazioni sia sulla pressione selettiva esercitata dall'uso dei
farmaci sulla normale flora intestinale, sia sulla diffusione trasversale
del fenomeno nelle diverse nicchie ecologiche coinvolte (van den Boga-

ard et al., 2000; EFSA and ECDC, 2012).

4.1 Escherichia coli

Escherichia coli € un batterio gram negativo appartenente alla famiglia
delle Enterobacteriaceae. Ampiamente diffuso in natura, puo essere pre-
sente nel terreno e nell’acqua e, come indicato dal nome della famiglia
di appartenenza, all’interno del tratto intestinale di uomini e animali. E.
coli € normalmente presente nel tratto gastroenterico degli animali sin
dalle prime ore di vita, rappresenta infatti uno dei microorganismi piu
diffusi quale componente essenziale della normale flora microbica inte-
stinale nell'uomo e in molti animali e svolge un ruolo cardine nel man-
tenimento della fisiologia d’organo con importanti benefici per la salute
dell’ospite. Rappresenta infatti il batterio anaerobio facoltativo mag-
giormente presente nel tratto intestinale dei mammiferi, soprattutto nel
grosso intestino (Gyles et al., 2004).

Nonostante la maggior parte dei ceppi di E. coli rimanga confinata
nell’intestino senza essere responsabile di patologia per l'ospite, nel cor-
so dell’evoluzione, alcuni ceppi hanno acquisito dei fattori di virulenza,
passando cosi da batteri commensali a batteri patogeni. Alcuni ceppi di

E. coli sono infatti responsabili di una vasta gamma di patologie intesti-

18



INTRODUZIONE

nali ed extra-intestinali sia nell'uomo che negli animali (Kaper et al.,

2004; Croxen and Finlay, 2010).

4.1.1 E. coli patogeno nell’'uomo

Sulla base delle caratteristiche cliniche, i ceppi di E. coli responsabili di
infezioni anche severe nell'uomo vengono distinti in patogeni intestinali
e patogeni extraintestinali, questi ultimi associati spesso a infezioni ad-
dominali, al tratto urinario, polmoniti, meningiti, batteriemia e sepsi.
(Russo and Johnson, 2000; Russo and Johnson, 2003).

I ceppi di E. coli patogeni sono tra gli agenti eziologici pitt comuni di in-
fezione nell'uomo. Si stima che gli episodi di infezione sistemica soste-
nuti da questi batteri si aggirino intorno ai 30-60 casi/100.000 abitanti
ogni anno e sono spesso associati ad un’elevata morbilita e mortalita
(ECDC, 2011).

I ceppi che colpiscono il tratto intestinale sono principalmente respon-
sabili di gastro-enteriti e, soprattutto quelli che presentano profili feno-
tipici di antibiotico-resistenza, sono spesso di origine alimentare (Jo-
hnson et al., 2006; Collignon and Angulo, 2006). Questi batteri sono a
loro volta suddivisi in categorie in base ai fattori di virulenza, ai mecca-
nismi d’azione e alle manifestazioni cliniche. Esistono pertanto ceppi
ETEC (enterotossigeni), EPEC (enteropatogeni), EAEC (enteroaggregan-
ti), EIEC (enteroinvasivi), DAEC (diffusamente aderenti), EHEC (entero-
emorragici) e VTEC (verocitotossici, sottogruppo di EHEC) (Maturana et
al., 2011).

I ceppi che destano maggior preoccupazione perché responsabili di
mortalita sono gli E. coli VTEC, in particolare il sierogruppo O157. Que-
sti batteri sono infatti, dopo Campylobacter spp., Salmonella spp. e Yer-
sinia spp., gli agenti zoonotici di origine alimentare di maggior rilievo
(EFSA and ECDC, 2012 food). I ceppi VTEC sono responsabili di forme
gastro-enteriche particolarmente severe, anche emorragiche, che posso-

no evolvere nella sindrome uremico-emolitica (Van Elsas et al.,, 2011).
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Per questo motivo, in accordo con la Normativa Europea (Dir.
2003/99/EC art. 9) sul monitoraggio delle zoonosi e degli agenti zoono-
sici, ogni Stato Membro € tenuto ad attuare sistemi di sorveglianza volti
ad individuare quali animali e alimenti siano le principali fonti di infe-
zione e a stimare la prevalenza dei focolai di infezione di origine alimen-
tare (Dir. 2003/99/EC art. 9).

Nella recente relazione annuale del’EFSA con '’ECDC sulle zoonosi e i
focolai di origine alimentare nell’'UE relativa al 2010, sono stati segnala-
ti 4.000 casi umani di infezione da VTEC, con un incremento del 12,0%
rispetto al 2009. Come riportato per gli anni precedenti, il sierogruppo
riscontrato piu di frequente era VTEC 0157 (N = 1.501), con una dimi-
nuzione del 18,8% rispetto all’anno precedente (N = 1.848). Ad essere
piu colpiti dall’infezione, i bambini tra gli O e i 4 anni di eta (4,7 casi per
100.000 abitanti), a cui sono stati associati i due terzi dei 222 casi
(65,8%) di sindrome uremica emolitica, con un tasso di letalita dello
0,39% (EFSA and ECDC, 2012 food).

In Italia, dall’'ultimo report sul monitoraggio di VTEC del 2010, si stima-
no circa 30-40 casi di soggetti colpiti da sindrome uremico-emolitica
ogni anno, con un'incidenza pari a 0,40 casi ogni 100.000 abitanti di
eta compresa tra gli O e i 14 anni. L'infezione, sostenuta principalmente
dai sierogruppi O157 e 026, ¢ stata spesso associata al consumo di lat-
te crudo, pratica particolarmente diffusa in Italia negli ultimi anni gra-
zie alla vendita diretta mediante dispenser automatici (EFSA, 2012).
Nonostante la prevalenza e il tasso di mortalita dovute a VTEC siano
comunque limitate, la severita delle infezioni e lo sviluppo progressivo di
resistenze spesso multiple in questi ceppi, tali da non rendere i tratta-
menti farmacologici efficaci, rappresentano un grave problema per la sa-
lute pubblica. In particolare negli ultimi anni stanno sempre piu diffon-
dendo ceppi patogeni, spesso di origine alimentare, resistenti ai farmaci
d’elezione nel trattamento delle infezioni nell'uomo, in particolare cefa-
losporine di terza (e quarta) generazione e fluorochinoloni (ECDC,

2011). Sempre piu preoccupante ¢ infatti la diffusione di ceppi produt-
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tori di B-lattamasi ad ampio spettro (ESBL), anche di origine avicola.
Uno studio recente condotto in Giappone ha infatti evidenziato come il
78% dei ceppi di E. coli multi-resistenti isolati dal pollame fosse produt-

tore di questi enzimi (Ho et al., 2011).

4.1.2 E. coli patogeno nell’allevamento avicolo

La colibacillosi aviare € un’infezione localizzata o sistemica provocata da
E. coli, batterio che, come gia accennato nei paragrafi precedenti, € co-
munemente presente nella flora intestinale di varie specie animali, vola-
tili compresi. Questo batterio € uno dei principali responsabili di danni
economici per mortalitd nell’allevamento avicolo di tutto il mondo. La
colibacilliosi € infatti linfezione batterica pitt comune sia
nell’allevamento del broiler che del tacchino (Lohren et al., 2008). Tutta-
via, nonostante esistano numerosi ceppi dotati di notevole patogenicita
(Avian Pathogenic E. coli - APEC), negli avicoli non risulta che essi siano,
salvo rare eccezioni, agenti primari di malattia ma piuttosto di patologie
secondarie ad infezioni virali o ad errate pratiche di allevamento (Barnes
et al.,, 2008). La colibacillosi puo dare luogo a setticemia, con conse-
guente morte degli animali, oppure puo essere localizzata ed essere re-
sponsabile di onfalite nella prima settimana di vita e, nei soggetti adulti,
di cellulite, sindrome della testa gonfia, enterite, salpingite o peritonite
(Barnes et al., 2003; Vaillancourt and Barnes, 2003). Ad oggi non € sta-
to ancora possibile dimostrare che i ceppi APEC siano responsabili di
tossinfezione alimentare nell'uomo. Tuttavia studi recenti hanno evi-
denziato somiglianze tra i fattori di virulenza dei ceppi APEC con gli E.
coli responsabili di patologie extraintestinali umane. Non si puo quindi
escludere che alcuni APEC possano essere responsabili di patologie an-
che nell'uomo (Johnson et al., 2003; Rodriguez-Siek et al., 2005).

Il controllo di tale patologia puo essere affrontato eliminando o atte-
nuando i fattori predisponenti, impedendo l'ingresso di E. coli patogeni

negli allevamenti oppure controllando direttamente l'agente eziologico
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mediante appropriati trattamenti farmacologici. Data la difficolta nel
controllo dei fattori predisponenti e scatenanti tale patologia, la terapia
con antimicrobici e chemioterapici € certamente la via che pit comune-
mente viene intrapresa negli allevamenti intensivi. Gli antimicrobici di
prima scelta sono i sulfamidici potenziati, seguiti dalle aminopenicilline
(ampicillina e amoxicillina), da alcuni aminoglicosidi (quali neomicina,
gentamicina e apramicina) e dalla colistina nel caso di infezioni meno
severe. Tuttavia, nonostante I'indubbia utilita nel controllo della coliba-
cillosi e di altre forme batteriche, negli anni si € presa coscienza dei li-
miti che la terapia farmacologica puo presentare a causa della progres-
siva selezione di batteri resistenti ad una vasta gamma di antimicrobici.
La diffusione dell’antibiotico-resistenza in ceppi patogeni rappresenta
una grave minaccia per l’allevamento intensivo in quanto il controllo
delle infezioni sostenute da questi batteri € destinato a diventare sempre
piu difficile (Gyles, 2008a). In alcuni casi, infatti, € necessario il tratta-
mento farmacologico con molecole diverse, quali i fluorochinoloni, a
causa della resistenza sempre piu diffusa alle molecole di prima e se-

conda scelta contro la colibacillosi (Lohren et al., 2008).

4.1.3 E. coli patogeno nell’allevamento cunicolo

Per quanto riguarda l’allevamento del coniglio da carne, le principali
cause di perdite economiche sono legate a patologie ad eziologia batteri-
ca, spesso associate ad infezioni sostenute da K. pneumoniae e da ceppi
di E. coli enteropatogeni (EPEC). Questi patogeni sono spesso coinvolti
in episodi di enterite con conseguenti forme di diarrea, perdita di peso
ed elevate mortalita. Queste infezioni si verificano soprattutto nel mo-
mento piu delicato per questi animali, ossia durante e dopo lo svezza-
mento (Blanco et al., 1996). La virulenza dei ceppi EPEC sembra essere
correlata alla presenza dei geni eae e AF/R1 e AF/R2, codificanti rispet-
tivamente per l'intimina e le fimbrie, elementi necessari affinché i batte-

ri possano aderire agli enterociti in siti specifici e alterare il citoschele-
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tro dell'epitelio intestinale cosi da comprometterne la funzionalita (Moon
et al.,, 1983; Pillien et al., 1996; Penteado et al, 2002; Urumova and Pe-
trov, 2008).

La prevenzione e il controllo delle infezioni sostenute da questi entero-
batteri ¢ affidato principalmente ai trattamenti farmacologici attraverso
mangimi medicati o mediante 1’aggiunta di antimicrobici nell’acqua di
bevanda. Diversamente da altre tipologie d’allevamento, infatti,
l'allevamento del coniglio €, nella maggior parte dei casi, a ciclo chiuso.
Molte realta produttive sono organizzate in un capannone unico, dove
sono presenti sia le fattrici che gli animali da ingrasso. Non essendo
previsto quindi il vuoto sanitario, anche le normali prassi di pulizia e
disinfezione degli ambienti sono di difficile esecuzione. Per questo, al fi-
ne di ridurre il piu possibile la diffusione di patologie di difficile eradica-
zione, vengono spesso eseguite medicazioni a scopo preventivo con le
stesse molecole utilizzate comunemente per la terapia ma a dosaggi piu
bassi. Tuttavia, negli ultimi anni, la diffusione del fenomeno
dell’antibiotico-resistenza si € manifestato anche nell’allevamento inten-
sivo del coniglio da carne. La sempre piu diffusa resistenza agli antimi-
crobici, insieme alle limitazioni imposte dalla legislazione in materia di
utilizzo e somministrazione dei farmaci nelle produzioni animali, nonché
la sensibilita dei conigli ad alcune molecole antibiotiche (soprattutto le
penicilline), sono tutti fattori che non facilitano il controllo di queste pa-
tologie, tanto da rappresentare ancora oggi una delle cause principali di
mortalita in allevamento (Moyenuddin et al., 1989; Camarda et al,

2004).
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5. Meccanismi naturali e acquisiti di

antibiotico-resistenza

La progressiva perdita di efficacia della terapia farmacologica sia in me-
dicina umana che veterinaria € legata principalmente alla capacita dei
batteri di rispondere ai nuovi stimoli ambientali tra cui ’esposizione a
molecole antimicrobiche. I batteri sono infatti in grado di sviluppare ef-
ficacemente sempre nuove strategie evolutive che garantiscano loro di
sopravvivere e di adattarsi in nicchie ambientali in continuo cambia-
mento e, per questo motivo, la pressione esercitata dai farmaci favorisce
la comparsa e la diffusione della resistenza (Falagas and Bliziotis,
2007). A questo proposito, si distinguono diversi meccanismi mediante i
quali i batteri possono sviluppare resistenza. Alcuni microorganismi so-
no naturalmente resistenti ad una o piu classi di molecole grazie alle lo-
ro caratteristiche intrinseche e, in questo caso, tutti i batteri apparte-
nenti alla stessa specie sono resistenti oppure possono acquisirne suc-
cessivamente di nuove non proprie del genere o della specie
d’appartenenza. I principali meccanismi mediante i quali i batteri svi-
luppano resistenza agli antimicrobici sono: i) modificazioni a livello di
permeabilita di membrana della cellula batterica mediante ’'espressione
di proteine di membrana con scarsa affinita per la molecola antimicro-
bica tali da impedire (o ridurre) la possibilita che le molecole antimicro-
biche raggiungano il proprio sito target; ii) modificazione del sito target o
sua sovra-espressione; iii) inattivazione della molecola antimicrobica
mediante l’acquisizione di geni codificanti enzimi quali B-lattamasi, a-
denil-transferasi o acetil-transferasi in grado di idrolizzare, adenilare o
acetilare la molecola antimicrobica prima che possa esercitare la pro-
pria attivita antibatterica; iiii) presenza di pompe di efflusso energia-
dipendenti, talvolta codificate da geni localizzati a livello plasmidico, che

promuovono il trasporto attivo dell’antimicrobico all’esterno della cellula
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impedendone 'accumulo (Spratt, 1994; McDermott et al.,, 2003; Magnet
and Blanchard, 2005; Wright, 2005).

Non di rado lo stesso batterio pud presentare piu di un meccanismo di
resistenza. In alcuni casi il meccanismo di resistenza viene espresso co-
stantemente anche se, di solito, i batteri sono in grado di modulare
l'espressione dei geni di resistenza in base alle necessita e quindi in ba-
se alla presenza o meno delle molecole antimicrobiche nell’ambiente.

Per quanto riguarda la resistenza intrinseca, essa si riferisce normal-
mente alle caratteristiche biochimiche e fisiologico-strutturali che i mi-
crorganismi possiedono naturalmente. In generale, questa tipologia di
resistenza € legata alla mancanza dei siti bersaglio su cui le molecole
antimicrobiche agiscono, oppure alla bassa permeabilita della parete
cellulare a queste molecole in virtu delle loro proprieta chimiche.
Quest’ultima tipologia di resistenza si verifica soprattutto per quei far-
maci che necessariamente devono penetrare nella cellula batterica per
poter esercitare la propria attivita (Byarugaba, 2009).

La resistenza acquisita invece si riferisce alla capacita di una popola-
zione inizialmente sensibile, di diventare resistente all’azione antimicro-
bica esercitata dal farmaco e di diffondere cosi nell’ambiente sotto la
pressione selettiva esercitata dall’utilizzo di queste molecole. A questa
tipologia si riferiscono sia resistenze endogene, legate prevalentemente a
mutazioni nucleotidiche a livello cromosomico, sia resistenze esogene
acquisite mediante lo scambio di materiale genetico che si puo verificare
tra microrganismi anche di genere o specie diversi (Ochman et al.,
2000; Carattoli, 2001; Rice et al., 2003).

Le mutazioni che i batteri acquisiscono a livello cromosomico sono nor-
malmente mutazioni spontanee del tutto casuali che si verificano nelle
popolazioni batteriche con una frequenza bassa ma costante. Esse pos-
sono essere responsabili di resistenze legate i) ad alterazioni a livello
della proteina bersaglio cui si lega il farmaco mediante mutazioni a livel-
lo del sito di legame, ii) alla sovra-espressione di enzimi che inattivano

la molecola antimicrobica, iii) ad alterazioni a livello delle proteine di
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membrana necessarie affinché la molecola possa entrare nella cellula
batterica e raggiungere il proprio sito target, oppure iiii) all’espressione
di pompe di efflusso in grado di promuovere l’estrusione del farmaco
dalla cellula. Questa tipologia di resistenza viene trasmessa vertical-
mente allinterno dello stesso clone batterico dalla cellula madre alle
cellule figlie che, in presenza di antimicrobici verso i quali la presenza di
mutazioni conferisce resistenza, sono in grado di sopravvivere, crescere
e diffondere. Questi meccanismi sono stati spesso associati allo svilup-
po di resistenze a diverse classi e molecole antimicrobiche quali macro-
lidi, chinoloni, sulfamidici, streptomicina e trimethoprim (Hooper, 2000;
Ruiz, 2003).

Tuttavia, ad accelerare notevolmente l’evoluzione e a destare maggior
preoccupazione € soprattutto la resistenza di tipo esogeno, legata prin-
cipalmente alla capacita dei batteri di scambiarsi orizzontalmente mate-
riale genetico. Il trasferimento genico € infatti un importante strumento,
sia da un punto di vista evolutivo che di adattamento dei microrganismi
alle mutevoli condizioni ambientali. Questo tipo di trasferimento con-
sente infatti ai batteri di acquisire nuovi geni da altri microorganismi e
di esprimerli acquisendo cosi capacita di sopravvivere in condizioni pri-
ma letali (Carattoli, 2003; Perry et al., 2004).

I batteri possono acquisire nuovi geni, ossia frammenti di DNA eterolo-
go, attraverso tre diversi meccanismi:

i) la trasformazione, mediante la quale una cellula batterica compe-
tente puo acquisire molecole di DNA libere presenti
nell’lambiente. Tuttavia, affinché si verifichi, questo meccani-
smo richiede un dispendio energetico da parte della cellula
batterica e la sua capacita di accettare DNA esogeno dipende
da diversi fattori quali la fase della divisione cellulare e la con-
dizione fisiologica in cui essa si trova (McCarty, et al., 1946).
Questo fenomeno € quindi particolarmente raro in natura,
tant’e che il trasferimento di geni di resistenza agli antimicro-

bici € stato verificato soltanto in alcune specie di Streptococcus
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ii) la

iii) la

spp. € Neisseria spp. (Mazel, 2001). Questo meccanismo viene
invece comunemente sfruttato nei laboratori di biologia mole-
colare per il trasferimento di materiale genetico in vitro tra bat-
teri.

trasduzione, meccanismo che consiste nel trasferimento di
DNA da un batterio ad un altro mediante batteriofagi. Si verifi-
ca a seguito di un errore durante il ciclo litico del fago in cui
vengono incorporati erroneamente tratti di genoma batterico.
Se ad essere inglobato € un gene di resistenza agli antimicrobi-
ci, questo puod essere trasferito ad un’altra cellula batterica
come conseguenza dell'infezione mediata dallo stesso fago.
Stante sia stato dimostrato come alcuni batteri siano sensibili
all’infezione da fagi, ad oggi non € ancora stata chiarita la reale
importanza di questo meccanismo nella diffusione
dell’antibiotico-resistenza nella popolazione batterica (Klare et
al., 2001).

coniugazione, meccanismo che prevede il trasferimento di por-
zioni di DNA da una cellula donatrice ad una ricevente me-
diante contatto diretto. Il materiale genetico trasferibile, che si
trova libero nel citoplasma della cellula donatrice, € detto pla-
smide. Poiché i plasmidi possono veicolare piu geni di resisten-
za agli antimicrobici, questi possono essere trasferiti contem-
poraneamente da un batterio ad un altro, anche di specie di-

versa (McManus, 1997; Perry et al., 2004).

Dei tre meccanismi appena descritti, quello certamente piu efficace e
che si verifica pil comunemente in natura, soprattutto per quanto ri-
guarda il trasferimento di geni di resistenza agli antimicrobici, € certa-
mente la coniugazione. Molto spesso infatti, batteri che mostrano profili
di multifarmaco-resistenza presentano plasmidi coniugativi nel loro cor-
redo genetico (Carattoli, 2003, Carattoli, 2009). I plasmidi sono infatti

piccole molecole di DNA del tutto indipendenti dal cromosoma batterico
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e, diversamente da quest’ultimo, sono facilmente trasferiti da un mi-
crorganismo all’altro. Inoltre, la presenza di geni di resistenza per diver-
se molecole antimicrobiche su uno stesso plasmide, spesso sotto forma
di integroni e/o trasposoni, permette il trasferimento e l'acquisizione di
resistenze multiple da ceppi resistenti a ceppi sensibili (Carattoli, 2001;

Carattoli, 2003; Van Essen-Zandbergen et al., 2007).

5.1 Strutture genetiche coinvolte nel trasferimento oriz-

zontale dell’antibiotico-resistenza

L’antibiotico-resistenza ¢ il risultato di un complesso processo multifat-
toriale supportato da una serie di elementi genetici mobili capaci di vei-
colare e trasferire determinanti di resistenza. Il trasferimento orizzontale
di materiale genetico tra batteri ¢ un fenomeno particolarmente diffuso
e piuttosto comune nell’ecologia dei batteri, soprattutto nei batteri
gram-negativi (Stokes and Hall, 1989; Martinez and de la Cruz, 1990).

Come accennato nel paragrafo precedente, esistono diverse strutture
genetiche spesso tra loro correlate, in grado di promuovere
I’acquisizione e il trasferimento di cluster di geni di resistenza agli anti-
microbici tra batteri, in particolare plasmidi, trasposoni ed integroni
(Carattoli, 2001). Queste strutture infatti sono in grado di acquisire ed
esprimere contemporaneamente geni di resistenza a diverse molecole
antimicrobiche e, se mobili o localizzate a livello di elementi di DNA tra-
sferibili, diffondere da un microorganismo all’altro anche se di specie o

genere diversi (Carattoli, 2003; Courvalin, 2008).

5.1.1 Gli integroni

La presenza di geni di resistenza agli antimicrobici a livello plasmidico &
spesso legata alla presenza di integroni, strutture genetiche in grado di
acquisire, integrare ed esprimere geni contenuti in cassette mobili, defi-
niti geni-cassetta. Ad oggi sono state descritte molte cassette geniche

codificanti resistenze verso diversi antimicrobici, in particolare amino-
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glicosidi, B-lattamici, trimethoprim e cloramfenicolo (Rowe-Magnus and
Mazel, 2002; Fluit and Schmitz, 2004; Mazel, 2006).

Queste cassette possono esistere nella cellula batterica in forma libera,
come molecole circolari, e possono essere espresse solo dopo essere sta-
te acquisite e inserite all’interno dell’integrone (Carattoli, 2001).

Queste strutture contengono sostanzialmente tre componenti funziona-
li: i) il gene intl, che codifica per un enzima, l'integrasi, facente parte
della famiglia delle tirosin-ricombinasi sito-specifiche che catalizza
I'inserimento delle cassette geniche nel ii) sito di ricombinazione attl, e
iii) un promotore responsabile dell’espressione dei geni-cassetta inseriti
(Carattoli, 2001; Collis et al., 2002; Madiyarov et al., 2010).

In base alla sequenza del gene intl codificante per l'integrasi, si distin-
guono diverse classi di integroni, caratterizzate da differenze sia da un
punto di vista strutturale che funzionale. Tuttavia, le classi piu diffuse e
meglio caratterizzate sono le prime due e sembrano essere quelle mag-
giormente coinvolte nella diffusione dell’antibiotico-resistenza sia nei
batteri gram-positivi che gram-negativi (Recchia and Hall, 1995; Nesve-
ra et al.,, 1998; Carattoli, 2001; Nandi et al., 2004; Mazel, 2006).

Nelle Enterobacteriaceae, la classe 1 € certamente la piu diffusa ed € ca-
ratterizzata dalla presenza di due segmenti conservati alle estremita
(CS5’ e CS3)), rispettivamente di 1.4 e 5 kb circa, e da una regione va-
riabile contenente una o piu cassette geniche responsabili della resi-
stenza agli antimicrobici (Hall et al., 1991).

La regione conservata CSS5’ contiene i) il gene intl codificante per
I'integrasi, un enzima responsabile dellinserimento ed escissione delle
cassette geniche a livello del sito di ricombinazione, ii) il sito di ricombi-
nazione attl, di circa 40-70 pb e iii) il promotore P1, responsabile della
trascrizione delle cassette geniche. Talvolta € possibile riscontrare la
presenza anche di un altro promotore, il promotore P2, tuttavia privo di
attivita (Stokes and Hall, 1989; Collis and Hall, 1995; Fluit and
Schmitz, 2004).
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Nella regione conservata CS3’ sono invece presenti i) il gene gqacEAI, re-
sponsabile della resistenza ai composti dell’ammonio quaternario, utiliz-
zati spesso come disinfettanti, ii) il gene sull, codificante per la resisten-
za ai sulfamidici e iii) e un’Open Reading Frame (ORFY), la cui funzione
¢ tuttavia ancora sconosciuta (Carattoli, 2001).

Le cassette geniche che conferiscono resistenza agli antimicrobici si tro-
vano nella regione variabile compresa tra le due regioni conservate. Es-
se vengono definite come unita discrete di DNA circolare variabili sia per
dimensione che funzione. Ad oggi sono state descritte piu di 130 casset-
te diverse, in grado di conferire resistenza a quasi tutte le classi di an-
timicrobici (Barraud et al., 2010). Nonostante possano presentare di-
mensioni variabili, la struttura € comune e si compone di un singolo
gene adiacente ad un sito specifico di ricombinazione attC di 57-141 bp
(White et al.,, 2001). Alle estremita del sito attC si riconoscono due se-
quenze ripetute ed invertite, GTTRRRY e RYYYAAC, dove R € una purina
e Y una pirimidina (Recchia and Hall, 1995; Ploy et al., 2000a) Tuttavia,
poiché nella maggior parte dei casi le cassette geniche sono prive di
promotore, non possono essere trascritte senza essere prima inserite
all’interno dell’integrone e il loro livello di espressione varia a seconda
della loro localizzazione. Infatti, pit i geni sono situati in prossimita del
promotore e maggiore € la loro espressione (Collis and Hall, 1995; Ca-
rattoli, 2001). Inoltre, al fine di migliorare l’espressione genica, la pres-
sione selettiva esercitata dall'uso degli antimicrobici puo facilitare degli
arrangiamenti tali da consentire che una cassetta debolmente espressa
possa essere localizzata in una posizione vicina al promotore (Collis and
Hall, 1995). I determinanti genici piu diffusi sono le varianti dei geni
aadA e dfr che conferiscono rispettivamente resistenza agli aminoglico-
sidi, come la streptomicina e la spectinomicina, e al trimethoprim (Fluit
and Schmitz, 2004).

Inoltre, gli integroni appartenenti a questa classe sono spesso associati

a trasposoni Tn21 (Radstrom et al., 1994; Brown et al., 1996).
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Gli integroni di classe 2 sono invece strutture che si riscontrano meno
frequentemente rispetto agli integroni di classe 1 e sono spesso associa-
ti ai trasposoni Tn7 e derivati (Radstrom et al.,, 1994; Hall and Collis,
1995; Ploy et al., 2000Db). Per quanto riguarda la struttura, gli integroni
di classe 2 sono caratterizzati da un gene codificante l'integrasi, Intl2,
che presenta un’omologia di sequenza di circa 40-60% con il gene codi-
ficante per lintegrasi di classe 1. Questo gene risulta difettivo per la
presenza, all’interno della sequenza, di un codone di stop. E’ infatti pre-
sente una mutazione a livello del codone 179 responsabile della sintesi
di una proteina tronca poco funzionale (Hansson et al.,, 2002; Mazel,
2000). Infatti, ad oggi, il numero e la tipologia delle cassette geniche ri-
scontrate in queste strutture € particolarmente limitata ed & riconduci-
bile ad una ridotta capacita dell'integrasi nel catalizzare la loro inserzio-
ne nel sito di ricombinazione (Biskri and Mazel, 2003; Ramirez et al.,
2005; Mazel, 2006). La combinazione genica riscontrata piu di frequen-
te € la combinazione dei geni dfr, sat e aadA, responsabili rispettiva-
mente della resistenza al trimethoprim (dfr), alla streptotricina (sat),
streptomicina e spectinomicina (aadA). Come gia accennato, gli integro-
ni di classe 2 sono spesso correlati ai trasposoni Tn7 e presentano nella
regione CS3’ 5 geni tns essenziali perché avvenga la trasposizione. In
particolare, tnsA, B e C codificano per proteine regolatorie, mentre tnsD
e tnsE promuovono l'inserzione della struttura a livello cromosomico o
plasmidico (Flores et al., 1990; Kubo and Craig, 1990; Ploy et al.,
2000b; Peters and Craig, 2001).

E’ quindi chiaro che gli integroni in quanto tali non sono elementi mobi-
li, ma possono essere veicolati da plasmidi e trasposoni e acquisire cosi
la capacita di muoversi per coniugazione o trasposizione (Fluit and

Schmitz, 2004).

31



INTRODUZIONE

5.1.2 I trasposoni

I trasposoni sono una classe di sequenze mobili di DNA particolarmente
eterogenea e diffusa nel genoma dei procarioti. Queste strutture sono
capaci di trasporre da una posizione all’altra del genoma, dal genoma ai
plasmidi, da un plasmide ad un altro e viceversa, grazie alla presenza di
sequenze ripetute e invertite presenti alle loro estremita. La forma piu
semplice di questa struttura € la sequenza di inserzione, IS. Nei batteri
sono state riscontrate diverse IS, con dimensioni che variano da poche
centinaia a diverse migliaia di basi. Normalmente, ogni IS contiene un
gene codificante per un enzima responsabile della trasposizione, chia-
mato trasposasi. Questo enzima promuove la ricombinazione sito-
specifica durante la trasposizione, evento che puo verificarsi mediante
l’escissione e la successiva integrazione della struttura in un sito diver-
so oppure, la stessa, puo essere replicata e la sua copia inserita in una
posizione diversa del genoma batterico (Mahillon et al.,1999; Carattoli,
2001; Perry et al., 2004; Frost, 2005; Harbottle et al., 2006).

I trasposoni possono tuttavia presentare una struttura particolarmente
complessa, come nel caso dei trasposoni composti, ed & stato dimostra-
to come essi giochino un ruolo chiave nella diffusione del fenomeno
dell’antibiotico-resistenza. Infatti, molti determinanti di resistenza agli
antimicrobici in diverse specie batteriche sono trasmessi proprio me-
diante queste strutture, tanto da essere considerate pericolosi mediatori
di diffusione di questo fenomeno nella popolazione batterica (Mahillon et
al.,1999; Salyers and Amabile-Cuevas, 1997; Perry et al., 2004; Harbot-
tle et al., 2006).

Infatti, oltre ad una loro possibile localizzazione a livello plasmidico, esi-
stono trasposoni, definiti trasposoni coniugativi o CONSTINs (conjugati-
ve, self-transmissible integrative elements) in grado di trasferirsi auto-
nomamente da una cellula ad un’altra mediante coniugazione (Hochhut

and Waldor, 1999; Pembroke and Murphy, 2000).
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5.1.3 I plasmidi

I plasmidi sono molecole di DNA extra-cromosomico a doppio filamento
circolare capaci di replicare autonomamente rispetto al genoma batteri-
co. Spesso la loro presenza influenza notevolmente la cellula batterica
ospite da un punto di vista biologico. Queste strutture sono molto va-
riabili, sia per dimensione (da poche centinaia a diverse migliaia di basi)
che per numero di copie presenti allinterno della cellula batterica (Re-
anney, 1976; Campbell, 1981; Perry et al., 2004).

I plasmidi sono elementi particolarmente diffusi soprattutto nei proca-
rioti, anche se la loro presenza € stata riscontrata anche in alcuni euca-
rioti primitivi quali il lievito ed alcuni funghi (Rush and Misra, 1985).
Oltre ad essere garantita la replicazione autonoma, queste strutture
presentano diversi geni necessari per il loro trasferimento (tra cui i geni
codificanti le proteine del pilo e quelli correlati alla regolazione della sua
espressione e formazione) e per il controllo sia per quanto riguarda il
numero di copie presenti nella cellula ospite, sia per la loro perpetua-
zione durante la divisione cellulare. I plasmidi, anche se non tutti, pos-
sono essere trasferiti orizzontalmente da una cellula a un’altra mediante
il processo di coniugazione e, sebbene normalmente solo batteri appar-
tenenti allo stesso genere siano in grado di scambiarsi materiale geneti-
co, esistono plasmidi definiti promiscui capaci di essere trasferiti e ac-
quisiti da batteri di genere e specie diversi (Perry, 2004; Carattoli,
2009).

Per definizione, i plasmidi presenti in natura si sono evoluti come parte
integrante del corredo genomico batterico e giocano un ruolo importan-
tissimo da un punto di vista evolutivo grazie alla loro capacita di acqui-
sire e trasferire orizzontalmente geni tra batteri (Frost et al.,, 2005; Ca-
rattoli, 2009). Tuttavia queste strutture solitamente non veicolano geni
indispensabili alla crescita dei batteri ma conferiscono loro alcune pro-
prieta e funzioni accessorie come i determinanti di virulenza e i geni di

resistenza agli antimicrobici, spesso associati a trasposoni e integroni,
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tali da conferire un vantaggio facilmente selezionabile in particolari
condizioni o nicchie ecologiche (Thomas and Nielsen, 2005). Tuttavia,
nell’ecologia batterica la presenza di plasmidi rappresenta un costo da
un punto di vista biologico per la cellula ospite. Pertanto, qualora il pla-
smide non dovesse apportare un vantaggio, questo viene eliminato dalla
popolazione (Lensky, 1998; Thomas and Nielsen, 2005).

I plasmidi possono essere distinti in base al vantaggio selettivo legato ai
geni che veicolano e un gruppo particolarmente importante sono i pla-
smidi R, ossia i plasmidi coinvolti nella diffusione dell’antibiotico-
resistenza. Fin dalla loro scoperta, avvenuta durante gli anni 50 e ‘60, i
plasmidi R hanno destato particolare interesse nei genetisti di tutto il
mondo, essendo in grado di conferire alla popolazione batterica un van-
taggio sotto la pressione selettiva esercitata dagli antimicrobici (Wata-
nabe, 1963; Watanabe, 1969).

Poiché queste strutture sono state spesso riscontrate sia in batteri pa-
togeni che commensali, gram-positivi e gram-negativi, il pericolo legato
alla loro diffusione € aggravato dalla possibilita che i geni responsabili
di resistenza agli antimicrobici vengano trasferiti anche tra batteri di
genere e specie diversi. I geni con localizzazione plasmidica possono in-
fatti essere trasferiti da un batterio ad un altro e conferire cosi a
quest’ultimo caratteristiche fenotipiche di cui era sprovvisto. Inoltre,
una volta che tali determinanti sono stati selezionati nella cellula batte-
rica ospite, essi possono evolvere ulteriormente ed essere trasferiti ad
altri batteri. Se infatti E. coli, normale componente del microbiota inte-
stinale umano e animale, veicola queste strutture, puo facilmente tra-
smettere geni di resistenza ad altri batteri, anche patogeni (Winn et al.,
2009). Inoltre, se il numero di copie di uno stesso plasmide € considere-
vole all’interno della cellula ospite, maggiore sara l’espressione dei geni
che veicola e di conseguenza, nel caso di plasmidi R, anche la resistenza
agli antimicrobici sara piu elevata.

Dato il ruolo cruciale che i plasmidi rivestono da un punto di vista evo-

lutivo, in particolare nella diffusione di geni di virulenza e di antibiotico-
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resistenza nella popolazione microbica, € di fondamentale importanza
una loro corretta classificazione tale da consentirne l'individuazione ed
avere informazioni in merito alla loro distribuzione, diffusione ed evolu-
zione in natura anche in relazione con la cellula batterica ospite (Carat-

toli, 2009; Carattoli, 2011).

5.1.4 Classificazione dei plasmidi

I plasmidi vengono classificati in gruppi di incompatibilita (Inc-group),
dove per incompatibilita si intende l'incapacita di due plasmidi filogene-
ticamente correlati di essere propagati stabilmente nella stessa linea
cellulare. L’'incompatibilita tra plasmidi € un fenomeno di notevole im-
portanza, soprattutto per quanto riguarda lo studio dell’evoluzione e
dell’ecologia di queste strutture. Quando un plasmide si inserisce in
una cellula batterica che ne possiede un altro che condivide la stessa
origine di replicazione (rep), il secondo plasmide non puo essere mante-
nuto stabilmente e viene quindi perso nel successivo ciclo di replicazio-
ne cellulare. In questo caso i due plasmidi si definiscono incompatibili
(Novick, 1987).

Inizialmente, Datta e Hedges nel 1971 proposero uno schema di classi-
ficazione basato sulla stabilita dei plasmidi durante la coniugazione:
questo metodo prevede il trasferimento di un plasmide in una cellula
batterica che gia ne possiede un altro e cio che viene valutato € la stabi-
lita con cui entrambi i plasmidi vengono mantenuti nella progenie (Dat-
ta and Hedges, 1971). Tuttavia questo metodo risulta particolarmente
lungo e laborioso e per questo puo essere applicato su un numero limi-
tato di ceppi batterici. Nel 1988, Couturier e colleghi svilupparono un
metodo di tipizzazione molecolare basato sull’identificazione dei replico-
ni mediante saggi di ibridazione a DNA (Couturier et al., 1988). Tuttavia
anche questa metodica presentava dei limiti, soprattutto in termini di
specificita. Per questi motivi, nel 2005 Carattoli e colleghi svilupparono

un nuovo metodo basato su reazioni di Polimerase Chain Reaction (PCR
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based replicon typing - PBRT) per l'identificazione delle principali fami-
glie di plasmidi circolanti tra le Enterobacteriaceae. Questo metodo con-
sente di classificare i plasmidi nei principali inc-group HI1, HI2, I1-Iy, X,
L/M, N, FIA, FIB, W, Y, P, FIC, A/C, T, FllAs, F, K, B/O e successiva-
mente anche R, U e colE, sulla base delle differenze nucleotidiche delle
sequenze del gene codificante per le replicasi (Carattoli et al., 2005;
Garcia-Fernandez et al., 2009).

Ad oggi sono stati individuati 27 inc-group nella famiglia delle Entero-
bacteriaceae ed E. coli € una delle specie in cui € stata riscontrata una
variabilita piu elevata (Carattoli, 2009; Villa et al.,, 2010; DebRoy, et al.,
2010; Johnoson et al., 2010; Carattoli, 2011).

E’ tuttavia necessario sottolineare che anche questa metodica presenta
dei limiti, legati soprattutto alla possibilita di individuare solo plasmidi
appartenenti ai principali inc-group conosciuti ad oggi senza poter iden-
tificarne di nuovi (Carattoli, 2009). Ciononostante, la PBRT rappresenta
certamente una svolta per quanto riguarda le conoscenze sulla diffusio-
ne delle principali famiglie plasmidiche circolanti nei batteri enterici.
Questa metodica consente inoltre di valutare la correlazione tra la pre-
senza di particolari inc-group e la diffusione di determinanti genici di vi-
rulenza e di antibiotico-resistenza, in particolare alle principali molecole
di rilevanza clinica quali cefalosporine, aminoglicosidi e fluorochinoloni

(Carattoli et al., 2006; Carattoli, 2009).
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6. I chinoloni e i fluorochinoloni

I chinoloni e i fluorochinoloni sono tra gli antimicrobici piu utilizzati per
il trattamento delle infezioni sia in medicina umana che veterinaria e
per questo di particolare interesse sia per la salute pubblica che anima-
le (EMEA, 2007). Il primo chinolone, ’acido nalidixico, € stato introdotto
nella pratica clinica umana nel 1962 mentre la ciprofloxacina, partico-
larmente efficace contro i batteri gram-negativi, € il piu utilizzato tra i
fluorochinoloni ed € stato introdotto nella meta degli anni 80 (Paton
and Reeves, 1988). Da allora, sono state sviluppate nuove molecole par-
ticolarmente efficaci sia contro i patogeni gram-negativi che gram-
positivi, anche se la piu indicata contro i batteri gram-negativi sembra
essere ancora la ciprofloxacina (Hooper, 2005).

L’introduzione dei primi chinoloni per il trattamento delle infezioni negli
animali da reddito (l’acido oxalinico e la flumechina) risale invece agli i-
nizi degli anni ’80, mentre ’enrofloxacina tra la fine degli anni '80 e i
primi anni 90 (EMEA, 2007).

Negli ultimi decenni, l’efficacia di queste molecole ¢ andata man mano
riducendosi a causa della comparsa e progressiva diffusione di batteri
resistenti non necessariamente correlati filogeneticamente tra loro. Cio &
indicativo di come il fenomeno della resistenza a queste molecole emer-
ga, nei vari casi, in modo del tutto indipendente (Strahilevitz et al.,
2009).

A destare particolare preoccupazione € la diffusione della resistenza a
questa classe di molecole non soltanto in patogeni responsabili di infe-
zioni nosocomiali e di comunita nell'uomo (P. aeruginosa, S. aureus me-
ticillino-resistenti e S. pneumoniae) legata principalmente all'uso di que-
sti farmaci in medicina umana, ma anche in batteri potenzialmente zo-
onotici di origine animale. E’ stata infatti ampiamente documentata la
correlazione tra 1'utilizzo di questi farmaci nelle produzioni animali e i
casi di infezione alimentare nell'uomo sostenuti da ceppi di Campylo-

bacter spp. e Salmonella spp. antibiotico-resistenti. Il primo studio ad
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aver riscontrato un progressivo aumento della resistenza ai fluorochino-
loni in ceppi di Campylobacter spp. a seguito dell'introduzione
dell’enrofloxacina come medicamento nell’acqua di abbeverata negli al-
levamenti avicoli intensivi, risale al 1991 nei Paesi Bassi. Endtz e colle-
ghi avevano infatti evidenziato con uno studio retrospettivo come nei
quattro anni precedenti all’introduzione dei fluorochinoloni nelle produ-
zioni avicole, la resistenza a questa classe di molecole fosse assente in
Campylobacter spp. (Endtz et al.,, 1991). A questo studio ne seguirono
molti altri in diversi Paesi del mondo, a sostegno della correlazione tra il
progressivo aumento della resistenza a queste molecole nelle Enterobac-
teriaceae e il loro utilizzo negli allevamenti intensivi (Threlfall et al.,
1997; Engberg et al.,, 2001; Lucey et al., 2002; Marimon et al.,, 2004;
Guerri Santos and Rotger, 2004; Hsueh et al.,, 2004). Questi dati sono
particolarmente allarmanti poiché i fluorochinoloni sono considerati
molecole di prima scelta nella terapia della salmonellosi e come alterna-
tiva ai macrolidi per il trattamento della campilobatteriosi nell'uomo. E’
quindi chiaro che la progressiva perdita di efficacia dei trattamenti far-
macologici ai principali patogeni enterici umani rappresenta una vera
minaccia per la salute pubblica. E’ inoltre importante ricordare che, an-
che in ambito veterinario, la diffusione di batteri patogeni con profili di
resistenza ai fluorochinoloni rappresenta un problema a causa delle in-
genti perdite economiche dovute allinefficacia dei trattamenti farmaco-
logici. Infatti, da un lato il numero limitato di molecole autorizzate,
dall’altro la sempre piu diffusa presenza di batteri resistenti alle princi-
pali molecole il cui utilizzo € consentito, rende sempre piu difficile la te-
rapia delle infezioni anche nelle produzioni animali (EMEA, 2007). Am-
piamente documentata € la sempre piu diffusa resistenza in E. coli alle
principali classi di molecole quali tetracicline, sulfamidici e B-lattamici.
Questa specie batterica, oltre ad essere responsabile di infezioni anche
severe nell’'uomo, € la principale causa di perdite economiche dovute a
colisetticemia nel settore avicolo e, in questi casi, come nelle forme di

diarrea neonatale nei suinetti e nei vitelli, la terapia con i fluorochinolo-
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ni € pressoché indispensabile (Blanco et al., 1997; Bass et al., 1999;

Prescott et al., 2000; Gyles, 2008a; Lohren et al., 2008).

6.1 Modalita d’azione e meccanismi di resistenza

I fluorochinoloni sono gli unici antimicrobici utilizzati nella pratica cli-
nica che agiscono come inibitori diretti della sintesi del DNA. Questa
classe, anche se con affinita diverse a seconda della molecola, inibisce
l'azione della DNA girasi e della topoisomerasi IV, due enzimi essenziali
per la replicazione del DNA. DNA girasi e topoisomerasi IV sono due en-
zimi tetramerici con struttura molto simile anche se funzionalmente di-
versi: entrambi si compongono di 2 subunita A e 2 subunita B.
L’interazione del farmaco con l'’enzima impedisce la corretta replicazione
del DNA con conseguente morte della cellula batterica (Drlica et al.,
2008).

Lo sviluppo di resistenze elevate a queste molecole sono riconducibili
principalmente a mutazioni cromosomiche, spesso multiple, in partico-
lari regioni denominate Quinolone Resistance Determining Regions
(QRDR) della sequenza nucleotidica dei quattro geni codificanti per le ri-
spettive subunita (gyrA, gyrB, parC e parE), insieme a mutazioni a cari-
co dei geni che regolano l'espressione delle pompe di efflusso e delle
proteine di membrana aventi i chinoloni come substrato. Queste muta-
zioni sono quindi responsabili sia di alterazioni a livello dei siti target su
cui normalmente queste molecole esplicano la loro azione, sia sulla
permeabilita di membrana tali da impedire l'ingresso del farmaco nella
cellula o promuoverne 'estrusione grazie ad una sovra-espressione delle
pompe di efflusso naturalmente presenti (AcrAB-TolC in E. coli) (Hooper,
2001; Ruiz, 2003; Jacoby, 2005; Rodriguez-Martinez, 2011).

Tuttavia, ricondurre lo sviluppo di resistenze clinicamente rilevanti e-
sclusivamente ad un accumulo di mutazioni spontanee a livello cromo-
somico, non € certamente una spiegazione esauriente. La possibilita in-

fatti che si verifichino contemporaneamente due mutazioni, nella mag-
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gior parte dei casi necessarie affinché si sviluppi una resistenza rilevan-
te da un punto di vista clinico, € un evento genetico particolarmente ra-
ro (che si verifica con una frequenza di 10-14-10-16) che non puo spiegare
da solo la rapidita con cui sta diffondendosi la resistenza a queste mole-
cole nella popolazione batterica (Zhao et al, 1997; Strahilevitz et al.,
2009; Rodriguez-Martinez, 2011).

La scoperta della presenza a livello plasmidico dei geni PMQR (Plasmid
Mediated Quinolone Resistance), responsabili di una ridotta sensibilita a
questa classe di molecole, ha certamente permesso di migliorare la
comprensione della diffusione di questo fenomeno nelle Enterobacteria-
ceae. La scoperta del primo determinante PMQR risale al 1998 quando,
in un ceppo di K. pneumoniae, era stato identificato per la prima volta il
primo gene gnr in un plasmide (Martinez-Martinez, 1998).

Da allora, oltre ai gnr, sono stati identificati altri geni a localizzazione
prevalentemente plasmidica responsabili della diffusione della resisten-
za ai chinoloni e fluorochinoloni. Solo di recente € stata identificata per
la prima volta una variante del gene codificante per l'enzima amino-
glycoside acetyl-transferase, aac(6')-Ib-cr, responsabile di una ridotta
sensibilita alla ciprofloxacina e i geni gepA e ogxAB codificanti per
pompe di efflusso (Robicsek et al., 2006; Poirel et al., 2008; Strahilevitz
et al.,, 2009; Rodriguez- Martinez, 2011; Poirel et al., 2012).

I geni gnr (A, B, C, D, S e le loro varianti alleliche, disponibili
all’indirizzo www.lahey.org/qnrStudies) codificano per delle proteine
appartenenti alla pentapeptide-repeat family (PPR). Queste proteine so-
no in grado di proteggere i siti target (DNA girasi e topoisomerasi V)
riducendo la possibilita che si formi il complesso enzima-DNA-
chinolone, letale per la cellula batterica (Baquirin and Barlow, 2008;
Jacoby et al., 2008). Inoltre, il rilievo di questi geni sia in batteri gram-
negativi che positivi sia sensibili che resistenti a queste molecole, indica
che la presenza di queste proteine puo giocare un ruolo importante
nell’acquisizione di mutazioni a livello cromosomico e quindi la compar-

sa, lo sviluppo e la diffusione di resistenze anche elevate (Dalhoff,
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2012). Questo si verifica principalmente a seguito dell'induzione di un
complesso sistema di modificazioni cellulari, noto come risposta SOS,
come conseguenza dell’esposizione della cellula batterica ad un danno
dovuto, per esempio, alla presenza delle molecole antimicrobiche. Poi-
ché é stato dimostrato che il sistema SOS promuove l'espressione dei
geni gnrB e gnrD, condizioni sfavorevoli tra cui la presenza di molecole
antimicrobiche non necessariamente correlate ai fluorochinoloni, quali
B-lattamici e trimethoprim, favoriscono l’espressione di questi geni (Le-
win and Amies, 1991; Miller et al.,, 2004; Da Re et al., 2009). Inoltre &
stato dimostrato in E. coli come questi meccanismi di adattamento del
DNA ad un danno cellulare promuovano la de-repressione di geni i cui
prodotti sono responsabili di tassi di mutazione genetica piu elevati. Ol-
tre alla selezione promossa dalla presenza di molecole antimicrobiche,
anche i batteri in quanto tali sembrano quindi svolgere un ruolo attivo
nell’acquisizione di mutazioni nel loro patrimonio genetico tali da confe-
rire loro un vantaggio (Avison, 2005).

Inoltre, i geni gnrA e gnrB sono stati riscontrati di frequente in integroni
veicolanti determinanti genici di resistenza ad altri antimicrobici, so-
prattutto B-lattamici e aminoglicosidi, mentre gnrS in trasposoni conte-
nenti geni codificanti per le ESBL (Hernandez et al., 2011). Di conse-
guenza, la presenza nelle stesse strutture di piu geni di resistenza da
un lato e dall’altro l'espressione dei geni gnr grazie all’attivazione dei si-
stemi SOS da parte di diversi antimicrobici, promuovono la selezione e
la diffusione di ceppi resistenti o con ridotta sensibilita ai fluorochino-
loni anche in assenza di una pressione selettiva esercitata da queste
molecole.

Per quanto riguarda invece il gene aac(6')-Ib-cr, esso codifica per una va-
riante dell’enzima aminoglycoside acetyl-transferase in grado di inattiva-
re sia molecole appartenenti alla classe dei fluorochinoloni (ciprofloxa-
cina e norfloxacina) che degli aminoglicosidi (Vetting et al., 2008).

Di recente, € stato scoperto un terzo meccanismo in grado di conferire

una ridotta sensibilita ai chinoloni e riguarda la presenza, soprattutto a

41



INTRODUZIONE

livello plasmidico, dei geni gepA e ogxAB (Hansen et al.,, 2004; Hansen
et al., 2005; Yamane et al., 2007; Hansen et al.,, 2007; Cattoir et al.,
2008; Ma et al., 2009; Kim et al., 2009; Zhao et al., 2010). Questi geni
codificano per delle pompe di efflusso attive appartenenti rispettivamen-
te alla major facilitator (MFS) superfamily e alla resistance-nodulation di-
vision (RND) superfamily.

La presenza del gene gepA a livello plasmidico € stata descritta per la
prima volta nel 2007 in Giappone in un ceppo di E. coli isolato da un
caso clinico umano di infezione urinaria (Yamane et al,, 2007). Il primo
rilievo della presenza di ogxAB risale invece al 2004 in ceppi di E. coli
isolati da suini resistenti all’olaquindox in Svezia e Danimarca (Hansen
et al., 2004). Queste proteine sono responsabili di una ridotta sensibili-
ta ai fluorochinoloni idrofilici quali ciprofloxacina, enrofloxacina e nor-
floxacina in quanto impediscono l'accumulo di queste molecole
allinterno della cellula batterica. E’ infatti stato dimostrato che i batteri
che esprimono queste pompe di efflusso presentano concentrazioni mi-
nimi inibenti (MIC) di queste molecole dalle 32 alle 64 volte superiori ri-
spetto a coloro che ne sono privi (Perichon et al.,, 2007; Hansen et al.,
2007; Yamane et al.,, 2007; Kim et al., 2009). Tuttavia, oltre a conferire
resistenza ai fluorochinoloni, queste pompe di efflusso sono in grado di
promuovere l’estrusione dalla cellula di numerosi altri composti non ne-
cessariamente correlati tra loro, concorrendo cosi alla diffusione di feno-
tipi di multifarmaco-resistenza nei ceppi in cui sono espresse. In parti-
colare, qepA € responsabile di una ridotta sensibilita all’eritromicina e
all’etidio bromuro mentre ogxAB alle tetracicline, al cloramfenicolo, al
trimethoprim, all’olaquindox e ad alcuni disinfettanti quali la clorexidi-
na (Hansen et al., 2004; Hansen et al.,, 2005; Hansen et al., 2007; Zhao
et al.,, 2010). Inoltre gepA ¢ stato riscontrato in un elemento trasponibile
veicolante a sua volta un gene che codifica per ’enzima aminoglycoside
ribosome methyltransferase responsabile della resistenza agli aminogli-

cosidi. E’ quindi possibile che i batteri positivi per gepA siano seleziona-
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ti dalla pressione esercitata dagli aminoglicosidi e viceversa (Yamane et
al., 2007).

In conclusione, i meccanismi alla base dello sviluppo della resistenza ai
fluorochinoloni sono particolarmente complessi in quanto batteri con
fenotipi di resistenza (o di multifarmaco-resistenza) a queste molecole
possono essere selezionati dall’esposizione ad una vasta gamma di mo-
lecole chimicamente non correlate tra loro, conseguenza di eventi di co-
e cross-selezione (Dalhoff, 2012).

Inoltre, a destare particolare preoccupazione € soprattutto la sempre piu
frequente associazione, nelle Enterobacteriaceae, tra la presenza di
ESBL e i geni di resistenza a fluorochinoloni ed aminoglicosidi (gnr e
aac(6')-Ib-cr) (Corkill et al., 2005; Lavilla et al.,, 2008; Strahilevitz et al.,
2009; Dalhoff, 2012). La localizzazione nello stesso plasmide dei deter-
minanti di resistenza a molecole di prima scelta per il trattamento delle
infezioni rappresenta infatti una grave minaccia per la salute pubblica.
La diffusione di queste strutture nella popolazione batterica puo com-
promettere l’efficacia dei trattamenti farmacologici sia in medicina u-
mana che nella pratica zootecnica ed aumentare cosi la morbilita e la

mortalita legate alle patologie di origine batterica.
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STUDIO A

1A. Introduzione e scopo dello studio

L’allevamento intensivo del coniglio da carne € diffuso in diversi Paesi di
tutto il mondo. Secondo la Divisione Statistica dell’Organizzazione delle
Nazioni Unite per I’Alimentazione e l’Agricoltura (Statistic Division of
Food and Agricolture Organization of the United Nations, FAO-STAT)
I'Ttalia rappresenta, dopo la Cina, il maggior produttore a livello mondia-
le. Si stima che nel mondo nel 2010 siano state prodotte 1 milione e
676 mila tonnellate di carne di coniglio. La Cina ha prodotto circa
669.000 tonnellate di carne mentre 1Ttalia, leader in Europa, 255.400
tonnellate. Nel nostro Paese infatti, l’allevamento del coniglio industriale
occupa il quarto settore zootecnico per importanza economica dopo
quello suino, avicolo e bovino, con un trend in crescita negli ultimi anni
(FAO-STAT, 2012).

Si stima che in Italia vi siano circa 2500 allevamenti, la maggior parte
dei quali si concentrano soprattutto nelle Regioni del Nord in particolare
Lombardia, Piemonte e Veneto (Xiccato and Trocino, 2007).

Come gia accennato, nell’allevamento del coniglio da carne la mortalita
legata ad enteropatie di origine batterica € particolarmente elevata e per
questo € diffuso l'utilizzo di molecole antimicrobiche quali sulfamidici,
aminoglicosidi, macrolidi, polimixine, chinoloni e tetracicline a scopo
profilattico oltre che terapeutico (EFSA, 2005; Abecia et al.,, 2007). La
progressiva perdita di efficacia dei trattamenti farmacologici rappresen-
ta quindi una minaccia sia per le gravi perdite economiche legate ad un
aumento della mortalita e morbilita degli animali in allevamento, ma
soprattutto per la possibile trasmissione di batteri MDR e di determi-
nanti genici di antibiotico-resistenza dagli animali all'uomo per contatto
diretto, a seguito di una contaminazione ambientale oppure attraverso
la catena alimentare (per esempio, a seguito del consumo di carni - o lo-
ro derivati - contaminati).

Il monitoraggio del fenomeno dell’antibiotico-resistenza in batteri isolati

da animali a vita libera mai sottoposti a trattamenti farmacologici (coni-
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gli selvatici e lepri) € invece particolarmente interessante in quanto puo
fornire indicazioni sulla sua diffusione nell’ambiente indipendentemente
dalla pressione selettiva esercitata dai farmaci.

L’obiettivo dello studio é stata quindi la determinazione dei profili feno-
tipici e genotipici di antibiotico-resistenza dei ceppi di E. coli commensa-
li e patogeni isolati sia da lagomorfi domestici che selvatici, con partico-
lare riguardo alla ricerca delle strutture genetiche maggiormente coin-
volte nella trasmissione orizzontale di determinanti genetici di antibioti-
co-resistenza tra batteri.

Lo studio € stato quindi rivolto alla ricerca e caratterizzazione degli inte-
groni di classe 1 e 2 e alla verifica della loro localizzazione a livello di e-
lementi mobili di DNA, quali i plasmidi coniugativi. I ceppi batterici che
hanno evidenziato particolari profili di antibiotico-resistenza sono stati
genotipizzati mediante Multilocus Sequence Typing MLST e, una loro se-
lezione, anche per quanto riguarda le principali classi di plasmidi piu
diffuse nelle Enterobacteriaceae.

Data limportanza della sempre piu diffusa resistenza nei confronti dei
fluorochinoloni, molecole d’elezione nel trattamento delle infezioni batte-
riche in medicina veterinaria e soprattutto in umana, lo studio € prose-
guito con la ricerca dei geni Plasmid Mediated Quinolone Resistance
(PMQR), in grado di conferire soprattutto una ridotta sensibilita a que-

sta classe di antimicrobici nei batteri che li esprimono.
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2A. Materiali e Metodi

2A.1 Campioni oggetto d’indagine

I ceppi di E. coli oggetto di questo studio sono stati reperiti grazie alla

collaborazione con la Sezione di Anatomia Patologica Veterinaria e Pato-

logia Aviare del Dipartimento di Scienze Veterinarie e Sanita Pubblica
dell’Universita degli Studi di Milano.

I campioni presi in esame comprendevano:

i. ceppi di E. coli enteropatogeni (EPEC), isolati dal pacchetto intestina-
le di conigli commerciali (Oryctolagus cuniculus) provenienti da alle-
vamenti del Nord-Italia (Lombardia, Piemonte e Veneto) e deceduti
naturalmente per patologia enterica riconducibile a colibacillosi. La
patogenicita di questi ceppi era stata confermata molecolarmente
mediante la ricerca di geni di virulenza (intimina e fimbrie);

ii. ceppi di E. coli commensali, isolati dal contenuto intestinale di coni-
gli selvatici (Oryctolagus cuniculus) esaminati nell’ambito di
un’indagine condotta tra il 2006 e il 2008 riguardante lo studio dei
lagomorfi selvatici nel Parco Regionale del fiume Serio (Bergamo);

iii. ceppi di E. coli commensali isolati dal pacchetto intestinale di lepri
selvatiche (Lepus europeus europeus) apparentemente sane, abbattu-
te nelle stagioni venatorie 2006-2009 in Lombardia oppure prove-
nienti dall’'Ungheria e Sud-America nei piani di ripopolamento. Que-
sti campioni sono stati reperiti grazie ad una collaborazione con As-
sociazioni venatorie e ad alcuni Ambiti Territoriali di Caccia (ATC)
della provincia di Sondrio.

L’indagine € stata condotta su un totale di 172 ceppi di E. coli, di cui 80

isolati da conigli commerciali, 33 da conigli selvatici e 59 da lepri. I cep-

pi batterici sono stati inviati al Laboratorio di Microbiologia e Malattie

Infettive del Dipartimento di Biomedicina Comparata e Alimentazione

dell’Universita degli Studi di Padova, dove sono state eseguite le succes-

sive analisi volte alla caratterizzazione dei profili fenotipici e genotipici
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di antibiotico-resistenza mediante metodiche di microbiologia classica e

biomolecolari.
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2A.2 Determinazione dei profili fenotipici di antibiotico-

resistenza

2A.2.1 Valutazione della sensibilita agli antimicrobici

I ceppi batterici sono stati rivitalizzati mediante semina su piastra di
Nutrient Agar (OXOID, Basingstoke, UK) ed incubazione a 37°C per 18-
24 ore. La valutazione della loro sensibilita alle molecole antimicrobiche
¢ stata eseguita utilizzando il metodo di diffusione su piastra di Kirby-
Bauer (1966), secondo la procedura raccomandata dal Clinical and La-
boratory Standards Institute (CLSI). Sono state testate 16 molecole an-
timicrobiche appartenenti a 5 classi diverse:
i) Aminoglicosidi
- Aminosidina (AM) 60 ug (Ceva Pzifer Animal Health)
- Apramicina (APR) 15 ug (Elanco Lilly Animal Health)
- Gentamicina (CN) 10 pg (OXOID)
- Neomicina (N) 30 ug (OXOID)
- Streptomicina (STR) 10 ug (OXOID)
ii) Chinoloni
- Acido Nalidixico (NA) 30 pg (OXOID)
- Ciprofloxacina (CIP) 5 ug (OXOID)
- Enrofloxacina (ENR) 5 ug (Bayer)
- Flumechina (UB) 30 ug (OXOID)
- Norfloxacina (NOR) 30 pg (OXOID)
iii) Tetracicline
- Doxiciclina (DO) 30 ug (OXOID)
- Ossitetraciclina (OT) 30 pg (OXOID)
- Tetraciclina (TET) 30 pg (OXOID)
iv) Sulfamidici potenziati (Diaminopirimidine)
- Trisulfamidico (S3) 300 ug (OXOID)
- Sulfametossazolo + Trimethoprim (SXT) 25 ug (OXOID)
v) Fenicoli

- Cloramfenicolo (CAF) 30 ug (OXOID).
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L’inoculo di ciascun ceppo € stato preparato sospendendo della patina
batterica fresca in una provetta contenente 4 ml di soluzione salina ste-
rile (0.9% w/v di NaCl) in modo tale da ottenere una sospensione batte-
rica di torbidita paragonabile a quella dello standard 0.5 McFarland.
Raggiunta la torbidita desiderata, si € proceduto con la semina su pia-
stra di Mueller-Hinton Agar (OXOID) dove sono stati posizionati i di-
schetti impregnati di antimicrobico con l'ausilio di appositi dispenser.
Le piastre sono state incubate in aerobiosi a 37°C per 24 ore, trascorse
le quali sono stati misurati i diametri degli aloni di inibizione (in milli-
metri, mm). I risultati sono stati interpretati secondo i criteri stabiliti
per le Enterobacteriaceae dal CLSI (CLSI, 2002; CLSI, 2006; CLSI, 2007)
e dalla Société Francaise de Microbiologie (SFM, 2011), ad eccezione del-
le molecole AM, APR e ENO la cui valutazione ¢ stata eseguita secondo
le indicazioni fornite dalla Ditta produttrice. In questo modo €& stato
possibile classificare i ceppi come sensibili (S), intermedi (I) o resistenti
(R) per ciascuna molecola antimicrobica testata.

La qualita é stata verificata utilizzando E. coli ATCC 25922 come con-

trollo.

2A.3 Ricerca e caratterizzazione degli integroni di clas-

se 1 e di classe 2

2A.3.1 Estrazione del DNA batterico

I campioni sono stati sottoposti ad estrazione del DNA batterico utiliz-
zando il kit commerciale High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche
Diagnostics Corporation, Marnes La Coquette, France), seguendo il pro-
tocollo indicato dalla Ditta produttrice e la quantificazione del DNA e-
stratto € stata eseguita mediante lettura spettrofotometrica con Nano-

Drop 1000 Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific, USA).
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2A.3.2 Ricerca di integroni di classe 1 e classe 2 mediante

real-time PCR

Tutti i campioni sono stati sottoposti a una prima fase di screening me-
diante real-time PCR utilizzando come primer le sequenze descritte da
Ekkabyotin et al. (2008) e due sonde oligonucleotidiche, di tipo TagMan
e Molecular Beacon, disegnate invece in questo studio. Questi saggi sono
stati sviluppati con l'obiettivo di aumentare la specificita della metodica
rispetto alle real-time PCR in SYBR green descritte da Ekkabyotin et al.
(2008). Sono state quindi disegnate due sonde complementari ciascuna
ad una porzione conservata del gene codificante rispettivamente
I'integrasi di classe 1 e 2. Il disegno delle sonde e la valutazione della lo-
ro compatibilita con i primer presenti in letteratura sono stati eseguiti
con il software Beacon Designer v7.5 (Premier Biosoft, Palo Alto, CA,
USA) mentre la loro specificita € stata verificata confrontando la loro se-
quenza nucleotidica con quelle presenti nel database del National Cen-
tre for Biotechnology Information, GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/genbank/) mediante il software BLASTN (http://www.ncbi
.nlm.nih.gov/blast).

La messa a punto della metodica e la valutazione della sua specificita e
sensibilita € stata condotta e verificata mediante ’esecuzione dei saggi
di real-time PCR su una serie di ceppi di E. coli positivi e negativi agli in-
tegroni di entrambe le classi (gentilmente forniti dal Dr. G. Grilli, Uni-
versita degli Studi di Milano e dal Dr. M. Sunde, Norwegian Veterinary
Institute, Oslo, Norvegia).

Le sequenze dei primer e delle sonde oligonucleotidiche sono elencate

nella tabella A.1.
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Tabella A.1 Primer e sonde oligonucleotidici utilizzati per il rilievo della presenza degli
integroni di classe 1 e di classe 2.

Primer/sonda Gene target Sequenza (5’-3’)

IntlL-F CAG GAG ATC GGA AGA CCT

IntlL-R intl1 TTG CAA ACC CTC ACT GAT

TaqMan_1 5-FAM-TGC CCG TTC CAT ACA GAA GC-3-BFQ
IntI2-R GGC AGA CAG TTG CAA GAC AA

IntI2-R intl2 AAG CGA TTT TCT GCG TGT TT

5-FAM-CGC GAT CCA GCC TGA CCT CTT CAC TGC
GAT CGC G-3-IBFQ

MB_2

Le prove sono state eseguite con lo strumento LightCycler ® 480 Real-
Time PCR System (Roche Diagnostics corporation). Per quanto riguarda
intl1, per ciascun campione € stata preparata una soluzione contenente
1X Kapa probe fast gPCR MasterMix (Kapa Biosystems, Woburn, MA,
USA), 0,3 uM di ciascun primer, 0,2 uM di sonda TagMan e 100 ng di
DNA batterico in un volume di reazione finale di 10 ul. Le condizioni di
amplificazione prevedevano 35 ripetizioni del ciclo caratterizzato da una
fase di denaturazione a 95°C per 3 secondi e da una di annealing ed e-
stensione a 60° C per 30 secondi, precedute da un ciclo di attivazione
dell’enzima a 95 °C x 3 minuti.

Per quanto riguarda intl2, per ciascun campione € stata preparata una
soluzione contenente 1X Kapa probe fast gPCR MasterMix (Kapa Bio-
systems, Woburn, MA, USA), 0,3 uM di ciascun primer, 0,5 uM di sonda
Molecular Beacon e 100 ng di DNA batterico in un volume di reazione fi-
nale di 10 pl. Le condizioni di amplificazione prevedevano 35 ripetizioni
del ciclo caratterizzato da una fase di denaturazione a 95°C per 3 se-
condi, una di annealing a 50° C per 30 secondi e da una si estensione a
72°C per 1 minuto, precedute da un ciclo di attivazione dell’enzima a 95
°C x 3 minuti. Ad ogni reazione sono stati aggiunti un controllo positivo
e un bianco di reazione e le analisi dei risultati sono state condotte con

il software LightCycler 480 v1.5.
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2A.3.3 Amplificazione della regione variabile degli integroni

I campioni risultati positivi agli integroni di classe 1 e/o 2 sono stati
sottoposti ad amplificazione della regione variabile in essi contenuta uti-
lizzando i primer decritti rispettivamente da Lévesque et al. (1995) e Whi-
te (2001).

Le sequenze oligonucleotidiche dei primer sono riportate nella tabella

A.2.

Tabella A.2 Primer oligonucleotidici utilizzati per 'amplificazione della regione variabi-
le degli integroni di classe 1 e di classe 2.

Primer/sonda Gene target Sequenza (5’-3’)

Cs3 CS_intl GGC ATC CAA GCA GCA AG

Cs5 AAG CAG ACT TGA CCT GA

HepF attl2-Tn7 CGG GAT CCC GGA CGG CAT GCA CGA TTT GTA
HepR GAT GCC ATC GCA AGT ACG AG

Le reazioni di amplificazione sono state eseguite nel termociclatore 2720
Thermal Cycler (Life Technologies Corporation) in un volume di reazione
finale di 50 pl. L’amplificazione € stata eseguita utilizzando High Fidelity
Taq DNA polymerase (Life Technologies Corporation, California, USA).
La miscela di reazione era composta da 1X Buffer, 0.2 mM di ciascun
nucleotide trifosfato, 2 mM di MgSQOs4, 0,5 uM di ciascun primer, 1 U di
HF Platinum® Taq DNA polymerase e 100 ng di DNA estratto.

Il profilo di amplificazione prevedeva 40 ripetizioni del ciclo caratterizza-
to da una fase di denaturazione a 94°C per 30 secondi, una fase di an-
nealing a 55°C per 30 secondi ed una di estensione a 68°C per 5 minuti,
preceduto da una fase di attivazione dell’enzima a 94°C per 2 minuti e
seguito da una post-estensione a 72°C per 5 min.

Ad ogni reazione sono stati aggiunti un controllo positivo e un bianco di
reazione.

I prodotti di PCR sono stati separati mediante elettroforesi su gel di aga-

rosio 1% (w/v) in Buffer TBE 1X (Tris 90 mM, acido borico 90 mM, E-
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DTA 2 mM, pH 8) con l'aggiunta di 0.1 uyl/ml (v/v) di SybrSafe™ TM
DNA Gel Stain (Life Technologies Corporation). Le bande venivano visua-
lizzate con il transilluminatore Gel Doc™ XR (BioRad, Marnes la Coquet-
te, France) e, per verificare le dimensioni degli amplificati, ad ogni corsa
elettroforetica si aggiungeva DNA Ladder 100 bp (Genespin, Milano, Ita-

lia) come marcatore di peso molecolare.

2A.3.4 Sequenziamento nucleotidico delle regioni variabili

Prima di procedere al sequenziamento nucleotidico, i prodotti di PCR
sono stati purificati utilizzando il kit commerciale High Pure PCR Clean-
up Micro Kit (Roche Diagnostic Corporation) secondo le specifiche fornite
dalla Ditta produttrice e sottoposti a corsa elettroforetica come descritto
nel paragrafo precedente. Gli amplificati purificati sono stati sequenziati
in entrambe le direzioni utilizzando il kit BigDye Terminator Cycle Se-
quencing Kit v3.1 (Life Technologies Corporation) secondo il protocollo
descritto dalla Ditta produttrice e gli stessi primer usati per
I’'amplificazione. La miscela di reazione prevedeva un volume finale di 10
ul che si componeva di 1.6 pmoli di primer e 1-2 ng di amplificato ogni
100 bp. La reazione di sequenza prevedeva 25 ripetizioni del ciclo 95°C
per 10 secondi, 50°C per 5 secondi e 60°C per 4 minuti. Seguiva una fa-
se di purificazione del prodotto mediante precipitazione con una solu-
zione di 2-propanolo per eliminare i Dye Terminators non incorporati. A
ciascun campione quindi si aggiungevano 50 ul di 2-propanolo al 75%
(v/v) e si incubava per 15 minuti a temperatura ambiente. Dopo 45 mi-
nuti di centrifugazione a 3.000 rpm, il surnatante veniva eliminato per
inversione e i pellet cosi ottenuti venivano ri-sospesi ciascuno in 15 ul di
acqua bidistillata sterile e sottoposti a elettroforesi capillare con lo
strumento ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Life Technologies Corpo-
ration) del Dipartimento di Biomedicina Comparata e Alimentazione,

Universita degli Studi di Padova.
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2A.3.5 Analisi delle sequenze

Gli elettroferogrammi delle sequenze ottenute, sia in forward sia in re-
verse, sono stati letti separatamente e poi assemblati al fine di ottenere
una sequenza consenso. L’analisi e 'assemblaggio dei cromatogrammi
sono stati eseguiti utilizzando il software ChromasPro, v1.42 (Technel-
ysium Pty Ltd., Tewantin, Australia).

E’ stata poi eseguita una ricerca per similarita delle sequenze consenso
con i dati disponibili in Genbank utilizzando il server BLAST. In questo
modo € stato possibile definire le cassette geniche contenute nella re-

gione variabile di ciascun integrone.

2A.4 Tipizzazione batterica mediante Multilocus Se-

quence Typing (MLST)

La caratterizzazione molecolare dei ceppi che veicolano gli integroni e/o
i geni PMQR & stata eseguita mediante MLST che consiste
nell’amplificazione e successivo sequenziamento ed analisi di porzioni di

7 geni housekeeping di E. coli.

2.A.4.1 Amplificazione e sequenziamento dei 7 loci genici

L’amplificazione e il sequenziamento nucleotidico dei 7 geni housekee-
ping (aspC, clpX, fadD, icdA, lysP, mdh, and uidA) sono stati eseguiti
secondo lo schema proposto nel Multilocus Sequence typing database for
pathogenic E. coli, ECMLST, sviluppato dal Microbial Evolution Labora-
tory dell’'Universita dello Stato del Michigan (http://www.shigatox.net
/ecmlst/cgi-bin/index). Le sequenze oligonucleotidiche dei primer e le

dimensioni di ciascun amplicone sono riportate nella tabella A.3.
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Tabella A.3 Primer oligonucleotidici utilizzati per 'amplificazione e il sequenziamento
nucleotidico dei 7 geni housekeeping per la genotipizzazione di E. coli.

Primer Gene target Sequenza (5’-3’) Amplicone (pb)
aspC-F4 aspC GTT TCG TGC CGA TGA ACG TC 594
AspC-R7 AAA CCC TGG TAA GCG AAG TC

clpX-F6 clpX CTG GCG GTC GCG GTA TAC AA 672
clpX-R1 GAC AAC CGG CAG ACG ACC AA

fadD-F6 fadD GCT GCC GCT GTA TCA CAT TT 580
fadD-R3 GCG CAG GAA TCC TTC TTC AT

icd-F2 icdA CTG CGC CAG GAA CTG GAT CT 669
icd-R2 ACC GTG GGT GGC TTC AAA CA

lysP-F1 lysP CTT ACG CCG TGA ATT AAA GG 628
lysP-R8 GGT TCC CTG GAA AGA GAA GC

mdh-F3  Mdh GTC GAT CTG AGC CAT ATC CCT AC 650
mdh-R4 TAC TGA CCG TCG CCT TCA AC

uid-277F uidA CAT TAC GGC AAA GTG TGG GTC AAT 658
uid-934R CCA TCA GCA CGT TAT CGA ATC CTT

Le reazioni di amplificazione sono state condotte nel termociclatore
2720 Thermal Cycler (Life Technologies Corporation) in un volume di re-
azione finale di 50 ul. La miscela di reazione era composta da 1X Buffer,
0.2 mM di ciascun nucleotide trifosfato, 2 mM di MgS0O4, 0,5 uM di cia-
scun primer, 1 U di HF Platinum® Taq DNA polymerase (Life Technologies
Corporation) e 100 ng di DNA estratto.

Il profilo di amplificazione prevedeva 40 ripetizioni del ciclo caratterizza-
to da una fase di denaturazione a 94°C per 30 secondi, una fase di an-
nealing a 58°C per 30 secondi ed una di estensione a 68°C per 5 minuti,
preceduto da una fase di attivazione dell’enzima a 94°C per 2 minuti e
seguito da una post-estensione a 72°C per 5 minuti.

Ad ogni reazione sono stati aggiunti un controllo positivo e un bianco di

reazione.
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I prodotti di PCR sono stati separati mediante corsa elettroforetica su
gel di agarosio 2% (w/v) in Buffer TBE 1X con l'aggiunta di 0.1 pl/ml
(v/v) di SybrSafe™ TM DNA Gel Stain (Life Technologies Corporation). Le
bande venivano visualizzate con il transilluminatore Gel Doc™ XR (Bio-
Rad) e, per verificare le dimensioni degli amplificati, ad ogni corsa elet-
troforetica si aggiungeva pUC Mix Marker 8 (ThermoFisher Scientific)
come marcatore di peso molecolare.

I prodotti di PCR cosi ottenuti sono stati purificati utilizzando il kit
commerciale High Pure PCR Clean-up Micro Kit (Roche Diagnostic Corpo-
ration) secondo il protocollo descritto dalla Ditta produttrice e sequen-

ziati in entrambe le direzioni come descritto nel paragrafo 2A.3.4.

2.A.4.2 Analisi dei dati

Le sequenze senso e antisenso di ciascun locus genico sono state analiz-
zate ed assemblate con il software ChromasPro v1.42 (Technelysium Pty
Ltd.), quindi confrontate con quelle disponibili nel database di riferi-
mento EcMLST al fine di poter definire il profilo allelico di ciascun ceppo
(o Sequence Type, ST) e il relativo complesso clonale di appartenenza, se
definito. I nuovi alleli o profili allelici sono stati sottomessi nel sito affin-
ché fosse assegnato loro un numero ed inseriti nel database.

Le sequenze sono state inoltre sottoposte ad analisi filogenetica esplora-
tiva. L’allineamento € stato ottenuto sfruttando l’algoritmo MAFFT con il
software Guidance. Il confidence score ¢ stato ottenuto e valutato su
100 replicati di boostrap (Penn et al., 2010). Le relazioni filogenetiche
sono state ricostruite sfruttando un algoritmo di Maximum Likelihood

con il software RAXML 7.3.0 (Stamatakis, 2006).
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2A.5 Ricerca dei geni Plasmid Mediated Quinolone Resi-

stance (PMQR)

2.A.5.1 Ricerca dei geni PMQR mediante PCR end-point

La ricerca dei geni PMQR gnrA, gnrB, gqnrC, gnrD, gnrS, qgepA e ogxA e
ogxB € stata eseguita utilizzando i primer descritti da Robicsek et al
(2006), Yamane et al. (2008), Wang et al. (2009), Cavaco et al. (2009) e
Kim et al. (2009) ed elencati nella tabella A.4.

Le reazioni di amplificazione sono state condotte nel termociclatore
2720 Thermal Cycler (Life Technologies Corporation) in un volume di re-
azione finale di 25 ul. La miscela di reazione era composta da 1X Ka-
pa2G Fast HotStart ReadyMix (Kapa Biosystems), 0,5 uM di ciascun
primer e 50 ng di DNA estratto.

I1 profilo di amplificazione prevedeva 35 ripetizioni del ciclo caratterizza-
to da una fase di denaturazione a 95°C per 15 secondi, una fase di an-
nealing a 58°C (per gnrA, gnrB, gqnrC, gqnrD e gnrS), a 60°C (per gepA,
0gxA e ogxB) per 15 secondi ed una di estensione a 72°C per 15 secon-
di, preceduto da una fase di attivazione dell’enzima a 95°C per 3 minuti
e seguito da una post-estensione a 72°C per 1 minuto. Ad ogni reazione
sono stati aggiunti un controllo positivo (gentilmente fornito dalla
Dr.ssa A. Carattoli, Istituto Superiore di Sanita, Roma) e un bianco di
reazione.

I prodotti di PCR sono stati separati mediante corsa elettroforetica su
gel di agarosio 2% (w/v) in Buffer TBE 1X con l'aggiunta di 0.1 pl/ml
(v/v) di SybrSafe™ TM DNA Gel Stain (Life Technologies Corporation). Le
bande venivano visualizzate con il transilluminatore Gel Doc™ XR (Bio-
Rad) e, per verificare le dimensioni degli amplificati, ad ogni corsa elet-
troforetica si aggiungeva pUC Mix Marker 8 (ThermoFisher Scientific)

come marcatore di peso molecolare.
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Tabella A.4 Primer oligonucleotidici utilizzati per 'amplificazione e il sequenziamento
nucleotidico dei geni PMQR.

Primer Sequenza (5’-3’) Amplicone (pb) Fonte bibliografica
qnrA-F  ATTTCTCACGCCAGGATTTG 516 Robicsek et al., 2006
gqnrA-R GATCGGCAAAGGTTAGGTCA

qnrB-F  GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 469 Robicsek et al., 2006
gnrB-R ACGATGCCTGGTAGTTGTCC

qnrC-F  GGGTTGTACATTTATTGAATCG 447 Wang et al., 2009
gqnrC-R TCCACTTTACGAGGTTCT

qnrD-F  CGAGATCAATTTACGGGGAATA 593 Cavaco et al., 2009
gnrD-R AACAAGCTGAAGCGCCTG

qnrS-F  ACGACATTCGTCAACTGCAA 417 Robicsek et al., 2006
gnrS-R  TAAATTGGCACCCTGTAGGC

ogxA-F CTCGGCGCGATGATGCT 392 Kim et al., 2009
ogxA-R CCACTCTTCACGGGAGACGA

ogxB-F TTCTCCCCCGGCGGGAAGTAC 512 Kim et al., 2009
ogqxB-R CTCGGCCATTTTGGCGCGTA

gepA-F  GCA GGT CCA GCAGCG GGT AG 199 Yamane et al., 2008

gepA-R CTT CCT GCC CGAGTA TCG TG

I prodotti di PCR cosi ottenuti sono stati purificati utilizzando il kit
commerciale High Pure PCR Clean-up Micro Kit (Roche Diagnostic Corpo-
ration) secondo il protocollo descritto dalla Ditta produttrice e sequen-
ziati in entrambe le direzioni come descritto nel paragrafo 2A.3.4.
L’analisi delle sequenze ¢ stata condotta come descritto nel paragrafo
2A.3.5 e allineate tra loro e confrontate mediante ClustalW del Pole
Bioinformatique Lyonnais, France (http:/ /npsa-pbil.ibcp.fr/cgi
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_clustalwan.html), utilizzando i

parametri di default del software.
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2A.6 Tipizzazione plasmidica mediante PCR-Based Re-

plicon Typing (PBRT)

Grazie ad una collaborazione con il Laboratorio di Malattie Infettive, Pa-
rassitarie ed Immuno-mediate dell’Istituto Superiore di Sanita (Roma), &
stata eseguita la tipizzazione plasmidica mediante PBRT di 30 ceppi
rappresentativi (per resistotipo fenotipico e genotipico) della popolazione

batterica in esame.

2.A.6.1 Amplificazione e sequenziamento dei repliconi

Le reazioni di PCR sono state eseguite seguendo il protocollo descritto
da Carattoli et al. (2005), Garcia-Fernandez et al. (2009) e Johnson et al.
(2012) salvo lievi modifiche.

Sono state allestite 5 multiplex PCR e 7 simplex PCR per il rilievo dei re-
pliconi FIA, FIB, FIC, HI1, HI2, I1-Iy, L/M, N, P, W, T, A/C, K, B/O, X,
Y, F, FIIA, R, U, colE e X1 come descritto nella tabella A.S.

Le multiplex PCR sono state condotte nel termociclatore 2720 Thermal
Cycler (Life Technologies Corporation) in un volume di reazione finale di
25 ul. La miscela di reazione era composta da 1X Kapa 2GFast Multiplex
Mix (Kapa Biosystems), 0,3 uM di ciascun primer e 100 ng di DNA e-
stratto.

Il profilo di amplificazione prevedeva 30 ripetizioni del ciclo caratterizza-
to da una fase di denaturazione a 95°C per 15 secondi, una fase di an-
nealing a 60°C per 30 secondi ed una di estensione a 72°C per 15 se-
condi, preceduto da una fase di attivazione dell’enzima a 95°C per 3 mi-
nuti e seguito da una post-estensione a 72°C per 2 minuti.

Le simplex PCR prevedevano una miscela di reazione composta da 2X
Kapa2G Fast HotStart ReadyMix (Kapa Biosystems), 0,5 uM di ciascun
primer e 50 ng di DNA estratto in un volume di reazione finale di 25 pl.
I1 profilo di amplificazione prevedeva 30 ripetizioni del ciclo caratterizza-
to da una fase di denaturazione a 95°C per 15 secondi, una fase di an-

nealing a 60°C per 15 secondi ed una di estensione a 72°C per 15 se-
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condi, preceduto da una fase di attivazione dell’enzima a 95°C per 3 mi-
nuti e seguito da una post-estensione a 72°C per 1 minuto. Unica ecce-
zione per repF la cui temperatura di annealing era di 54°C.

Ad ogni reazione sono stati aggiunti un controllo positivo (gentilmente
fornito dalla Dr.ssa A. Carattoli, Istituto Superiore di Sanita, Roma) e
un bianco di reazione.

I prodotti di PCR sono stati separati mediante corsa elettroforetica su
gel di agarosio 3% (w/v) in Buffer TBE 1X con l'aggiunta di 0.1 ul/ml
(v/v) di SybrSafe™ TM DNA Gel Stain (Life Technologies Corporation). Le
bande venivano visualizzate con il transilluminatore Gel Doc™ XR (Bio-
Rad) e, per verificare le dimensioni degli amplificati, ad ogni corsa elet-
troforetica si aggiungeva pUC Mix Marker 8 (ThermoFisher Scientific)
come marcatore di peso molecolare.

Le positivita rilevate mediante multiplex PCR sono state confermate ripe-
tendo le reazioni di amplificazione separatamente e ciascun amplificato
¢ stato purificato, sequenziato ed analizzato come descritto nei paragrafi

2A.3.4 e 2A.3.5.
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Tabella A.5 Primer oligonucleotidici e schema di amplificazione utilizzati per la tipizzazione plasmidica mediante PBRT (continua).

PCR Primer Sequenza (5’-3) Gene target Amplicone (pb)
HI1-F GGA GCG ATG GAT TAC TTC AGT AC AAoarB a7l
HI1-R TGC CGT TTC ACC TCG TGA GTA parii-p
) HI2-F TTT CTC CTG AGT CAC CTG TTA ACA C
Multiplex PCR 1 HI2-R GGC TCA CTA CCG TTG TCA TCC T Iterons 644
I1-F CGA AAG CCG GAC GGC AGA A BNAI 139
I1-R TCG TCG TTC CGC CAA GTT CGT
X-F AAC CTTA GAG GCT ATT TAA GTT GCT GAT ori 376
X-R TGA GAG TCA ATT TTT ATC TC A TGT TTTAGC ry
. L/M-F GGA TGA AAA CTA TCA GCA TCT GAA G
Multiplex PCR 2 L/M-R CTG CAG GGG CGA TTC TTT AGG repA,B,C 785
N-F GTC TAA CGA GCT TAC CGA AG oA 550
N-R GTTT CAA CTC TGC CAA GTT C p
FIA-F CCA TGC TGG TTC TAG AGA AGG TG Hterons 162
FIA-R GTA TAT CCT TAC TGG CTT CCG CAG
) FIB-F GGA GTT CTG ACA CAC GAT TTT CTG
Multiplex PCR 3 FIB-R CTC CCG TCG CTT CAG GGC ATT repA 702
W-F CCT AAG AAC AAC AAA GCC CCC G oA a0
W-R GGT GCG CGG CAT AGA ACC GT ep
Y-F AAT TCA AAC AAC ACT GTG CAG CCT G oA 65
Y-R GCG AGA ATG GAC GAT TAC AAA ACT TT €p
. P-F CTA TGG CCC TGC AAA CGC GCC AGA AA
Multiplex PCR 4 P-R TCA CGC GCC AGG GCG CAG CC Iterons 534
FIC-F GTG AAC TGG CAG ATG AGG AAG G enAD 260
FIC-R TTC TCC TCG TCG CCA AAC TAG AT p
A/C-F GAG AAC CAA AGA CAA AGA CCT GGA oA 165
A/C-R ACG ACA AAC CTG AAT TGC CTC CTT p
) T.F TTG GCCT GTT TGT GCC TAA ACC AT
Multiplex PCR 5 T-R CGT TGA TTA CAC TTA GCT TTG GAC repA 750
FIL-F CTG TCG TAA GCT GAT GGC oA 270
FIL.-R CTC TGC CAC AAA CTT CAG C ep
Simplex PCR 1 Frepp-F TGA TCG TTT AAG GAA TTT TG RNAI/ropA 270

FrepB-R GAA GAT CAG TCA CAC CAT CC
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PCR Primer Sequenza (5’-3’) Gene target Amplicone (pb)
swpexpoRa  UT 1) COACICAO CoC e 0O o o
smpexpors  oredsT GITCOTOCA AT
Simplex PCR 7 X1-F GCTTAGACTTTGTTTTATCGTT taxC 461

X1-R

TAATGATCCTCAGCATGTGAT
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2A.7 Verifica della localizzazione degli integroni a livel-

lo plasmidico

2.A.7.1 Estrazione del DNA plasmidico

Due ceppi di E. coli risultati dalle precedenti analisi positivi agli integro-
ni di classe 1, sono stati sottoposti ad estrazione del DNA plasmidico u-
tilizzando il kit PureLink® HiPure Plasmid Midiprep Kit (Life Technolo-

gies Corporation) secondo la procedura descritta dalla Ditta produttrice.

2.A.7.2 Trasformazione di cellule batteriche competenti

Le cellule batteriche MAX Efficiency® DH5a™ Competent Cells (Life Te-
chnologies Corporation), rese competenti chimicamente con una solu-
zione di cloruro di calcio (CaClz), sono state trasformate con il DNA pla-
smidico precedentemente estratto seguendo le specifiche descritte dal
Produttore. Le cellule batteriche sono state piastrate su Luria Bertani
Agar (BD Difco™) a cui era stato precedentemente aggiunto, come agen-
te selettivo, 'antimicrobico streptomicina (la cui resistenza € veicolata
dall’integrone) alla concentrazione di 30 pug/ml. Al termine
dellincubazione a 37°C per 18-24 ore, le colonie batteriche trasformanti
sono state sottoposte ad estrazione del DNA mediante lisi per bollitura
in 200 pl di acqua deionizzata sterile e conservate a temperatura di re-

frigerazione per le successive indagini.

2.A.7.3 ricerca degli integroni nelle cellule batteriche trasforman-

ti e tipizzazione del contenuto plasmidico

La presenza degli integroni e dei plasmidi che sono stati acquisiti per
trasformazione dalle cellule competenti € stata verificata ripetendo le
analisi descritte nei paragrafi 2A.3.3 e 2A.6.1 sul DNA batterico estratto

dalle cellule trasformanti.
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3A. Risultati

3A.1 Valutazione della sensibilita alle molecole

antimicrobiche

3A.1.1 Profili di antibiotico-resistenza

I 172 ceppi di E. coli oggetto di studio sono stati sottoposti alla valuta-
zione della sensibilita a 16 molecole appartenenti a 5 classi di antimi-
crobici diverse.

Per quanto riguarda gli 80 ceppi di E. coli isolati da conigli commerciali,
le resistenze piu elevate sono state riscontrate nei confronti delle tetra-
cicline. Infatti, il 98,7% dei ceppi € risultato resistente a tutte e tre le
molecole testate appartenenti a questa classe (tetraciclina, doxiciclina e
ossitetraciclina). Livelli di resistenza simili sono stati rilevati anche nei
confronti di alcuni sulfamidici ed aminoglicosidi. In particolare, il 98,8%
dei ceppi € risultato resistente al trisulfamidico, il 92,5% alla neomicina
e 1'86,3% alla streptomicina (Tabella A.6).

Piu della meta dei ceppi ha inoltre evidenziato resistenza anche nei con-
fronti di altre molecole appartenenti alla classe degli aminoglicosidi qua-
li la gentamicina (65%) e lapramicina (57,5%), dei chinoloni quali
l’acido nalidixico (75%) e la flumechina (53,7%) e al sulfamidico poten-
ziato sulfametossazolo e trimethoprim (58,7%) (Tabella A.6).

Una percentuale di ceppi superiore al 30% ha inoltre mostrato resisten-
za nei confronti del cloramfenicolo (41,3%), dell’aminosidina (36,25%) e
dell’enrofloxacina (31,3%) mentre le sensibilita piu elevate sono emerse
nei confronti dei fluorochinoloni di seconda generazione quali la norflo-
xacina (88,7%) e la ciprofloxacina (61,2%). Tuttavia € importante evi-
denziare che una percentuale non trascurabile di ceppi, compresa tra il
20% e il 50%, ha presentato una sensibilita intermedia nei confronti di
diverse molecole, soprattutto dell’aminosidina (53,8%), ciprofloxacina

(32,5%) e cloramfenicolo (35%) (Tabella A.6).
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Per quanto riguarda invece gli E. coli isolati dai conigli selvatici, la totali-
ta dei ceppi € risultato resistente al trisulfamidico (100%) e una percen-
tuale superiore al 90% nei confronti delle tetracicline e ad alcuni ami-
noglicosidi, in particolare alla streptomicina (93,9%). Seppur con per-
centuali piu contenute, un numero importante di ceppi ha mostrato re-
sistenze nei confronti dell’aminoglicoside apramicina (81,8%), dei chino-
loni quali l’acido nalidixico (78,8%), la flumechina (54,6%) e
I’enrofloxacina (45,5%) e al sulfametossazolo potenziato con il trimetho-
prim (69,8%). Una percentuale non trascurabile di ceppi ha mostrato
una sensibilita intermedia nei confronti degli aminoglicosidi aminosidi-
na (51,5%) e neomicina (24,2%) e dei chinoloni enrofloxacina (33,3%) e
flumechina (24,2%). Analogamente a quanto riscontrato nei ceppi isola-
ti dai conigli d’allevamento, le sensibilita piu elevate sono state riscon-
trate ai fluorochinoloni norfloxacina (63,6%) e ciprofloxacina (60,6%)
(Tabella A.6).

Prendendo in considerazione invece i ceppi di E. coli isolati da lepri sel-
vatiche, in generale sono state rilevate resistenze piu contenute nei con-
fronti di tutte le molecole antimicrobiche testate. Le percentuali di resi-
stenza piu elevate si riferiscono, come per i ceppi isolati dalle altre spe-
cie animali, alle tetracicline, ad alcuni aminoglicosidi e sulfamidici. Per
quanto riguarda le tetracicline, il 52,6%, il 37,3% e il 32,2% dei ceppi
ha presentato resistenza nei confronti rispettivamente della doxiciclina,
ossitetraciclina e tetraciclina. In riferimento agli aminoglicosidi invece, il
39% dei ceppi € risultato resistente alla neomicina e il 28,8% alla strep-
tomicina mentre, per quanto riguarda i sulfamidici, il 55,9% al trisul-
famidico. Analogamente a quanto evidenziato nei ceppi isolati da conigli
domestici e/o selvatici, una percentuale elevata di ceppi ha mostrato
una sensibilita intermedia nei confronti della neomicina (59,3%) e ami-
nosidina (49,1%) ma, diversamente dagli altri, anche nei confronti
dell’ossitetraciclina (42,4%), tetraciclina (37,3%) e doxiciclina (23,7%)

(Tabella A.6).
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Tabella A.6 Percentuali di ceppi di E.coli risultati sensibili (S), intermedi (I) e resistenti (R) alle molecole antimicrobiche testate, isolati da
conigli commerciali, conigli selvatici e lepri.

Molecole antimicrobiche Conigli commerciali Conigli selvatici Lepri

S I R S I R S I R
Aminoglicosidi STR 0% 13,7% 86,3% 0% 6,1% 93,9% 20,3% 50,9% 28,8%
N 0% 7,5% 92,5% 0% 24,2% 75,8% 1,7% 59,3% 39,0%
CN 32,5% 2,5% 65% 27,3% 3,0% 69,7% 94,9% 0% 5,1%
AM 10% 53,8% 36,2% 36,4% 51,5% 12,1% 38,9% 49,1% 12,0%
APR 40% 2,5% 57,5% 15,2% 3,0% 81,8% 81,4% 1,6% 17,0%
Chinoloni NA 22,5% 2,5% 75% 9,1% 12,1% 78,8% 79,7% 8,4% 11,9%
UB 26,3% 20% 53,7% 21,2% 24,2% 54,6% 79,7% 10,2% 10,1%

ENR | 33,7% 35% 31,3% 21,2% 33,3% 45,5% 93,2% 6,8% 0%

CIP 61,2% 32,5% 6,3% 60,6% 12,1% 27,3% 100% 0% 0%

NOR | 88,7% 1,3% 10% 63,6% 9,1% 27,3% 100% 0% 0%
Sulfamidici SXT | 37,5% 3,7% 58,8% 24,2% 6,0% 69,8% 83,0% 0% 17,0%
S3 1,2% 0% 98,8% 0% 0% 100% 42,4% 1,7% 55,9%
oT 0% 1,3% 98,7% 0% 6,1% 93,9% 20,3% 42,4% 37,3%
Tetracicline TET 0% 1,3% 98,7% 3,0% 3,1% 93,9% 30,5% 37,3% 32,2%
DO 0% 1,3% 98,7% 3,0% 3,1% 93,9% 23,7% 23,7% 52,6%
Fenicoli CAF | 23,7% 35% 41,3% 30,3% 42,4% 27,3% 49,1% 44,1% 6,8%

Legenda: STR=streptomicina; N=neomicina; CN=gentamicina; AM=aminosidina; APR=apramicina; NA=acido nalidixico; UB=flumechina;
ENR=enrofloxacina; CIP=ciprofloxacina; NOR=norfloxacina; SXT=sulfametossazolo + trimethoprim; S3=trisulfamidico; OT=ossitetraciclina;
TET=tetraciclina; DO=doxiciclina; CAF=cloramfenicolo.
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3A.1.2 Profili di multifarmaco-resistenza

La maggior parte dei ceppi di E.coli isolati sia da lagomorfi domestici
che selvatici ha mostrato profili di multifarmaco-resistenza, intesa come
la resistenza a 3 o piu classi di antimicrobici. I ceppi sono stati conside-
rati resistenti ad una classe quando presentavano resistenza ad almeno
una delle molecole antimicrobiche appartenenti alla stessa.

Considerandoli separatamente in base alla specie animale da cui sono
stati isolati, la maggior parte dei ceppi isolati da conigli commerciali e
selvatici hanno mostrato resistenza a 4 o 5 classi di antimicrobici men-

tre gli isolati da lepri da 3 a S classi (Tabella A.7).

Tabella A.7 Profili di multifarmaco-resistenza (MDR) dei ceppi di E. coli isolati da coni-
gli commerciali, conigli selvatici e lepri.

Specie Numero di classi . Numero di ceppi di
Animale Antimicrobiche Profilo di MDR E. coli
Conigli 5 ChAmTeSulFen 21
Commerciali 4 ChAmTeSul 42
4 AmTeSulFen 12
Conigli 5 ChAmTeSulFen 8
Selvatici 4 ChAmTeSul 19
4 AmTeSulFen 4
5 ChAmTeSulFen 1
Lepri 4 ChAmTeSul 8
4 AmTeSulFen 3
3 AmTeSul 17
3 ChAmTe 1

Legenda: Ch=chinoloni; Am=aminoglicosidi; Tet=tetracicline; Sul=sulfamidici;
Fen=fenicoli.

In particolare, hanno mostrato profili di multifarmaco-resistenza 75/80
ceppi (93,75%) isolati da conigli commerciali, 31/33 (93,93%) isolati da
conigli selvatici e 30/59 (50,84%) da lepri.

I pattern di resistenza riscontrati con maggior frequenza nei ceppi isolati
dagli animali domestici sono stati le combinazioni delle classi ChAmTe-

Sul (42/75 ceppi; 56%), ChAmTeSulFen (21/75; 28%) e AmTeSulFen
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(12/75; 16%). Analogamente, anche gli E. coliisolati dai conigli selvatici
hanno mostrato gli stessi pattern di resistenza e in una percentuale di
ceppi del tutto simile a quelli isolati da conigli commerciali. In particola-
re, 19/31 ceppi (61%) ha presentato la combinazione ChAmTeSul, 8/31
(26%) ChAmTeSulFen e 4/31 (13%) AmTeSulFen.

Diversamente, i ceppi isolati da lepri hanno presentato pii combinazio-
ni di classi antimicrobiche a cui hanno mostrato resistenza. In partico-
lare, 17/30 ceppi (57%) il pattern AmTeSul, 8/30 (27%) ChAmTeSul,
3/30 (10%) AmTeSulFen e 1/30 (3%) ChAmTe. Un solo ceppo ¢ risultato
invece resistente alla totalita delle classi testate, mostrando il profilo

ChAmTeSulFen.
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3A.2 Presenza e caratterizzazione degli integroni

di classe 1 e di classe 2

3A.2.1 E. coli isolati da conigli commerciali

Su un totale di 80 E. coli testati, 52 ceppi sono risultati positivi agli in-
tegroni di classe 1 (65%) mentre nessuno € risultato positivo agli inte-
groni di classe 2. La maggior parte di questi ceppi € stata isolata da co-
nigli da carne provenienti da allevamenti di Lombardia, Piemonte e Ve-
neto nel biennio 2006-2007 mentre nessuno degli isolati nell’anno 2008
¢ risultato portatore di queste strutture. In particolare, 32/52 ceppi
(61%) provenivano da allevamenti lombardi e, di questi, 19/32 (59%)
campionati nel 2006 e 13/32 (41%) nel 2007. Dei restanti 20 ceppi, 10
(50%) provenivano da animali di allevamenti piemontesi e 10 (50%) da
allevamenti veneti campionati sempre nello stesso periodo.

Per quanto riguarda la caratterizzazione di queste strutture,
I’'amplificazione ed il successivo sequenziamento della regione variabile
hanno evidenziato la presenza di frammenti di dimensioni comprese tra
1000 pb e 1500 pb. Oltre alla presenza del gene sull, la cassetta genica
piu frequente € stata aadAl, riscontrata in 26/52 ceppi (50%), codifi-
cante per l'enzima aminoglycoside 3’-adenyltransferase responsabile
della resistenza ad alcuni aminoglicosidi quali la streptomicina e la
spectinomicina. Tuttavia sono state riscontrate anche le combinazioni
dei geni aadA e dfrA, talvolta incompleti, nelle varianti dfrAl-aadAl e
dfrAl17-aadAS in 21 /52 ceppi (40%), orfIN682-dfrAS5-orfD in 4 /52 ceppi
(8%) e orfIN682-dfrA5 in un solo ceppo. Il gene dfrA codifica per 'enzima
dihydrofolate-reductase responsabile della resistenza al trimethoprim
mentre orfIN682 e orfD per delle ipotetiche proteine la cui funzione tut-
tavia € ad oggi sconosciuta.

Tutti gli isolati veicolanti le succitate strutture geniche hanno mostrato
un profilo fenotipico di multifarmaco-resistenza e il pattern riscontrato
piu frequentemente & stato ChAmTeSul (24/52 ceppi; 46%) seguito da
ChAmTeSulFen (14/52 ceppi; 27%), AmTeSulFen (11/52 ceppi; 21%) e
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AmTeSul (3/52 ceppi; 6%) (Tabella A.8). Considerando invece le singole
molecole, tutti i ceppi positivi agli integroni hanno mostrato resistenza
nei confronti degli antimicrobici tetraciclina, ossitetraciclina, doxiciclina
e al trisulfamidico, mentre sono risultati resistenti o intermedi agli ami-

noglicosidi streptomicina e neomicina.

Tabella A.8 Profili di multifarmaco-resistenza (MDR) dei ceppi di E. coli isolati da coni-

gli commerciali (CC) positivi agli integroni e relativi geni-cassetta.

Dimen
. Numero di Geni-cassetta sione
Specie . s . . . .
Animale ceppi d.l Profilo di MDR velocolatl dafgll
E. coli integroni VR
(pb)
CcC 8 ChAmTeSulFen dfrAl-aadAl 1500
CcC 3 ChAmTeSulFen drAl7-aadAS5 1500
CcC 3 ChAmTeSulFen aadAl 1000
CcC 6 AmTeSulFen aadAl 1000
CcC 4 AmTeSulFen orfIN682-dfrA5-orfD 1500
CcC 1 AmTeSulFen ORFin682- dfrA5 1000
CcC 15 ChAmTeSul aadAl 1000
CcC 9 ChAmTeSul drrAl-aadAl 1500
CcC 2 AmTeSul aadAl 1000
CcC 1 AmTeSul dfrAl-aadAl 1000

Legenda: Ch=chinoloni; Am=aminoglicosidi; Tet=tetracicline; Sul=sulfamidici; Fen=fenicoli.

3A.2.2 E. coli isolati da conigli selvatici

Su un totale di 33 ceppi di E. coli testati, 15 sono risultati positivi agli
integroni di classe 1 (45.5%) mentre nessuno ¢ risultato positivo agli in-
tegroni di classe 2. Tutti i campioni provenivano da conigli selvatici iso-
lati in Lombardia nel Parco del Fiume Serio.

Per quanto riguarda la caratterizzazione di queste strutture,
I'amplificazione e il sequenziamento della regione variabile hanno evi-
denziato la presenza di frammenti di dimensioni comprese tra 1000 pb e
1500 pb e i geni riscontrati piu frequentemente sono stati la combina-

zione dfrAl-aadAl (13/15 ceppi; 87%) e la singola cassetta genica aa-
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dAl (2/15; 13%), responsabili della resistenza alla streptomicina, spec-
tinomicina e al trimethoprim.

Tutti gli isolati positivi a queste strutture geniche hanno mostrato un
profilo fenotipico di multifarmaco-resistenza e i pattern riscontrati sono
stati ChAmTeSulFen (9/15 ceppi; 60%) e ChAmTeSul (6/15 ceppi; 40%)
(Tabella A.9).

Considerando invece le singole molecole antimicrobiche, tutti i ceppi
positivi agli integroni hanno mostrato resistenza nei confronti delle te-
tracicline, del trisulfamidico, del sulfamidico potenziato con il trimetho-
prim e dell’aminoglicoside streptomicina. Sono invece risultati resistenti
o intermedi ad alcuni chinoloni di prima e seconda generazione quali
l’acido nalidixico, la flumechina e l’enrofloxacina e all’aminoglicoside

neomicina.

Tabella A.9 Profili di multifarmaco-resistenza (MDR) dei ceppi di E. coli isolati da coni-
gli selvatici (CS) positivi agli integroni e relativi geni-cassetta.

Specie Numero di Geni-cassetta Dimensione
Animale ceppi S.l E. Profilo di MDR velocolatl da:gll VR (pb)
coli integroni
CS 7 ChAmTeSulFen dfrAl-aadAl 1500
CS 2 ChAmTeSulFen aadAl 1000
CS 6 ChAmTetSul dfrAl-aadAl 1500

Legenda: Ch=chinoloni; Am=aminoglicosidi; Te=tetracicline; Sul=sulfamidici; Fen=fenicoli.

3A.2.3 E. coli isolati da lepri

Dei 59 E. coli testati, 15 ceppi (25,4%) sono risultati positivi agli inte-
groni di classe 1 mentre nessuno € risultato positivo agli integroni di
classe 2. Tutti i ceppi veicolanti queste strutture sono stati isolati da le-
pri abbattute in Lombardia nella stagione venatoria 2006. Nessuno dei
ceppi isolati da lepri di importazione ungheresi e sud-americane € risul-

tato invece portatore di integroni.
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La caratterizzazione della regione variabile di queste strutture ha per-
messo di evidenziare, come per gli integroni isolati dai conigli selvatici,
la presenza di frammenti di dimensioni comprese tra 1000 pb e 1500 pb
e la cassetta genica piu frequente € stata aadAl, riscontrata in 9/15
ceppi (60%), seguita dalla combinazione dei geni dfrAl-aadAl (6/15;
40%), talvolta incompleti, responsabili della resistenza alla streptomici-
na, spectinomicina e al trimethoprim. Inoltre, la maggior parte dei ceppi
(13/15; 87%) ha mostrato un pattern fenotipico di multifarmaco-
resistenza e i profili riscontrati piu frequentemente sono stati AmTeSul
(5/15 ceppi; 33%) e ChAmTeSul (4/15 ceppi; 27%). Due ceppi sono in-
vece risultati sensibili a tutte le molecole testate (Tabella A.10).

Considerando le singole molecole, tutti i ceppi positivi agli integroni so-
no risultati resistenti o intermedi nei confronti degli antimicrobici ossi-
tetraciclina e neomicina e una percentuale elevata di ceppi nei confron-
ti della streptomicina e del trisulfamidico (13/15; 87%), della doxicilina
e tetraciclina (12/15; 80%) e dell’associazione del sulfametossazolo con

il trimethoprim (8/15; 53%).

Tabella A.10 Profili di multifarmaco-resistenza (MDR) dei ceppi di E. coli isolati da le-
pri (Le) positivi agli integroni e relativi geni-cassetta.

Specie Numel:o fii . Ge:ni-ca§setta- Dimensione
Animale ceppi d.l Profilo di MDR velocolatl da:gll VR (pb)
E. coli integroni
Le 1 ChAmTeSulFen aadAl 1000
Le 1 AmTeSulFen aadAl 1000
Le 2 ChAmTeSul aadAl 1000
Le 2 ChAmTeSul dfrAl-aadAl 1500
Le 3 AmTeSul aadAl 1000
Le 2 AmTeSul dfrAl-aadAl 1500
Le 1 TeSul dfrAl-aadAl 1500
Le 1 AmSul dfrAl-aadAl 1500
Le 2 - aadAl 1000

Legenda: Ch=chinoloni; Am=aminoglicosidi; Te=tetracicline; Sul=sulfamidici; Fen=fenicoli.
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3A.3 Plasmid Mediated Quinolone Resistance (PMQR)

3A.3.1 Presenza dei geni qnr, gepA e 0gxAB

La ricerca dei geni PMQR (gqnrA, gqnrB, gqnrC, gnrD, gnrS, gepA, ogxA e
ogxB) € stata condotta su tuttii 172 ceppi di E. coli oggetto di indagine.
Nessuno degli isolati € risultato positivo ai geni gnr e gepA mentre 21
(12,2%) sono risultati positivi ai geni ogxA e ogxB. In particolare, 18
ceppi (85,7%) provenivano da conigli commerciali, 2 (9,5%) da lepri e 1
(4,8%) da un coniglio selvatico.

Nonostante ogxA e ogxB siano geni altamente conservati, il sequenzia-
mento di una loro porzione di 325 pb e 480 pb ciascuno e il successivo
confronto mediante allineamento delle sequenze nucleotidiche ottenute,
hanno permesso di evidenziare la presenza di polimorfismi (SNPs) in en-
trambi i geni. In particolare, un ceppo isolato da un coniglio commercia-
le presentava, nel gene ogxA, 2 sostituzioni nucleotidiche (C con G e A
con G) in posizione 31 e 148 rispetto alle sequenze dei geni ogxA riscon-
trati negli altri 20 ceppi e, nel gene ogxB, 3 sostituzioni (A con G, G con
A e A con C) rispettivamente in posizione 156, 324 e 342.

Ad eccezione dei due ceppi di E. coli isolati da lepri, tutti gli isolati o-
gxAB-positivi presentavano fenotipi di multifarmaco-resistenza e la
maggior parte (15/21 ceppi; 71,4%) risultava resistente a tutte le classi
di antimicrobici testate. Inoltre, 16/21 ceppi (76%) risultavano positivi
agli integroni di classe 1.

Considerando invece le singole molecole antimicrobiche, la maggior par-
te dei ceppi ogxAB-positivi (18/21; 85,7%) € risultata resistente all’acido
nalidixico e alla flumechina, 16/21 (76,2%) all’enrofloxacina, 2/21
(9,5%) alla norfloxacina e 1/21 (4,8%) alla ciprofloxacina. Tuttavia, per
quanto riguarda quest’ultima molecola, 11/21 (52,4%) ceppi ha presen-
tato un profilo intermedio tra la resistenza e la sensibilita. Particolar-
mente interessante € notare come i ceppi sensibili all’acido nalidixico
siano gli stessi sensibili alla flumechina (1 ceppo isolato da un coniglio

selvatico e 2 da lepri), cosi come 3/5 sensibili all’enrofloxacina. Inoltre, i
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ceppi che hanno mostrato resistenza agli altri fluorochinoloni di secon-
da generazione (ciprofloxacina e norfloxacina), risultavano resistenti a
tutte le molecole appartenenti alla stessa classe.

Oltre alla resistenza ai chinoloni, tutti i ceppi ogxAB-positivi sono risul-
tati resistenti o intermedi alle tetracicline e agli aminoglicosidi neomici-
na e streptomicina (ad eccezione di un ceppo per quest’ultima molecola,
isolato da una lepre), mentre gli unici 3 ceppi sensibili al trisulfamidico

erano 3/5 ceppi ogxAB-positivi risultati negativi agli integroni.

Tabella A.11 Profili di multifarmaco-resistenza (MDR) dei ceppi di E. coli ogxAB posi-
tivi e relativi geni-cassetta presenti negli integroni.

Specie Numero di Geni-cassetta
. ceppi di Profilo di MDR veicolati dagli
Animale A . .
E. coli integroni
CcC 2 ChAmTeSulFen dfrAl7-aadAS5
CcC 6 ChAmTeSulFen dfrAl-aadAl
CcC ) ChAmTeSulFen aadAl
CcC 1 ChAmTeSulFen -
CS 1 ChAmTeSulFen dfrAl-aadAl
CcC 1 ChAmTeSul aadAl
CcC 1 ChAmTeSul -
CcC 1 AmTeSulFe aadAl
CcC 1 ChAmTe -
Le 1 AmTe -
Le 1 AmTe -

Legenda: Ch=chinoloni; Am=aminoglicosidi; Te=tetracicline; Sul=sulfamidici; Fen=fenicoli;
CC=coniglio commerciale; CS=coniglio selvatico; Le=lepre.
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3A.4 Tipizzazione molecolare dei ceppi

3A.4.1 Multilocus Sequence Typing (MLST)

I ceppi di E. coli con particolari profili genotipici di antibiotico-resistenza
(positivita agli integroni e/o ai geni ogxAB) sono stati tipizzati mediante
MLST. In tutto sono stati caratterizzati 55 ceppi isolati da conigli com-
merciali, 15 da conigli selvatici e 17 da lepri per un totale di 87 ceppi.
La caratterizzazione molecolare ha permesso di evidenziare la presenza
di un’elevata eterogeneita tra gli E. coli considerati, indipendentemente
dalla specie animale di origine.

Sono stati identificati 37 profili allelici diversi (ST) raggruppati in 8
complessi clonali (CC). Tuttavia, la maggior parte dei ST rilevati (28/37;
75,7%) non sono stati associati ad un CC poiché non ancora definito nel
database EcMLST.

I1 32% dei ceppi di E. coli caratterizzati appartenevano ai CC17 (18/87;
20,7%) e CC31 (10/87; 11,5%). Infatti, 10/87 ceppi (11,5%) appartene-
vano a ST140, CC31 (8 isolati da conigli commerciali e due da lepri),
9/87 (10,3%) a ST238, CC17 (8 isolati da conigli commerciali e 1 da un
coniglio selvatico) e 9/87 (10,3%) a ST119, CC17 (5 isolati da conigli
commerciali e 4 da conigli selvatici). Inoltre, dei 59 ceppi restanti, 34
(57,6%) presentavano profili allelici nuovi non ancora presenti
nell’ecMLST database. Grazie a questo studio € stato infatti possibile ri-
conoscere 22 nuovi ST, identificati con una numerazione progressiva
dal 1004 al 1025 (ST1004-ST1025). Ad oggi, nessuno di questi ST € sta-
to associato ad un CC.

Per quanto riguarda gli E. coli isolati da conigli di allevamento, la mag-
gior parte dei ceppi (26/55; 47,2%) appartenevano a ST140 (8/55;
14,5%), ST238 (8/55; 14,5%), ST119 (5/55; 9%) e ST1007 (5/55; 9%).
Gli 8 ceppi ST140 provenivano da conigli di allevamenti di Piemonte e
Lombardia campionati nel biennio 2006-2007. Quattro di questi ceppi,
isolati tutti nel 2006 da allevamenti piemontesi, presentavano lo stesso

profilo di multifarmaco-resistenza (AmTeSulFen) e la stessa combina-

76



STUDIO A

zione di cassette geniche contenuta nella regione variabile degli integro-
ni di classe 1 (orfIN682-dfrA5-orfD). Un altro ceppo, isolato nello stesso
anno ma in Lombardia, presentava fenotipi di resistenza del tutto simili
ai precedenti, ad eccezione del contenuto della regione variabile
dell'integrone che risultava invece priva della cassetta genica orfD. Gli
altri 3 ceppi ST140 sono stati isolati da animali di allevamenti di Lom-
bardia (nel 2006) e Piemonte (nel biennio 2006-2007). I due ceppi isolati
nel 2006 nelle due Regioni hanno mostrato lo stesso profilo fenotipico e
genotipico di antibiotico-resistenza: entrambi presentavano infatti il
pattern di multifarmaco-resistenza ChAmTeSul e il gene aadA1l nella re-
gione variabile degli integroni. Il ceppo isolato invece in Piemonte nel
2007 presentava il pattern AmTeSul e la combinazione dei geni dfrAl-
aadAl (Tabella A.12).

Per quanto riguarda i ceppi ST238, essi provenivano da allevamenti
lombardi, piemontesi e veneti campionati nel biennio 2006-2007. Cin-
que di questi isolati presentavano lo stesso profilo fenotipico di multi-
farmaco-resistenza, ChAmTeSul, e il gene aadAl nella regione variabile
dellintegrone, ad eccezione di un unico ceppo nella cui regione variabile
era presente la combinazione dfrAl-aadAl. |1 rimanenti tre ceppi pre-
sentavano, da un punto di vista fenotipico, resistenza a tutte e 5 le clas-
si di antimicrobici testate (ChAmTeSulFen) e le combinazioni dei geni
dfrA-aadA nelle varianti dfrAl7-aadA5 (in 2 ceppi isolati in Veneto nel
2007) e dfrAl-aadAl (in 1 ceppo isolato in Piemonte nel 2007) nei ri-
spettivi integroni (Tabella A.12).

I ceppi ST119, isolati da conigli di allevamenti veneti e lombardi cam-
pionati nel biennio 2006-2007, presentavano tutti lo stesso profilo feno-
tipico e genotipico di antibiotico-resistenza, rispettivamente ChAmTeSul
e la combinazione genica dfrAl-aadAl negli integroni. Unica eccezione,
il ceppo positivo ai geni PMQR o0gxAB che presentava il pattern di multi-
farmaco-resistenza ChAmTe (Tabella A.12).

I 5 ceppi ST1007, isolati in Lombardia nel 2006, presentavano resisten-

za fenotipica a tutte le classi di molecole antimicrobiche testate (ChAm-
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TeSulFen) e la stessa cassetta genica, aadAl, nella regione variabile de-
gli integroni (Tabella A.12).

Per quanto riguarda i ceppi isolati da conigli selvatici, essi provenivano
da animali campionati nel 2006 in Lombardia nel parco del Fiume Se-
rio. Sono stati identificati 7 ST diversi e i profili allelici ST1014 (6/15;
40%) e ST119 (4/15; 26,6%) i piu rappresentati. In particolare, i ceppi
ST1014 presentavano tutti lo stesso resistotipo sia fenotipico (ChAmTe-
Sul) che genotipico (dfrAl-aadAl nella regione variabile degli integroni).
Analogamente, anche i ceppi ST119 presentavano lo stesso fenotipo di
antibiotico-resistenza (ChAmTeSulFen) e la stessa combinazione genica
nella regione variabile degli integroni (dfrA1-aadAl) (Tabella A.13).

Due ceppi, ciascuno con profilo allelico ST148 e ST1006, presentavano
un profilo fenotipico e genotipico del tutto analogo ad alcuni E. coli, con
medesimo ST, isolati dai lagomorfi commerciali nella stessa Regione.
Diversamente, i ceppi ST119 e ST238 isolati sia da lagomorfi domestici
che selvatici, mostravano profili di antibiotico-resistenza particolarmen-
te variabili anche all’interno della stessa specie animale di provenienza
(Tabella A.13).

Infine, per quanto riguarda gli E. coli isolati da lepri, tutti i ceppi prove-
nivano da animali abbattuti nella stagione venatoria 2006 in Lombar-
dia.

La caratterizzazione molecolare dei ceppi ha evidenziato un’elevata ete-
rogeneita all’interno di questa popolazione. Infatti, su un totale di 17
ceppi analizzati, sono stati identificati 14 ST diversi e i profili allelici ri-
scontrati con maggiore frequenza sono stati ST1008 (3/17; 17,6%) e
ST140 (2/17; 11,8%). Diversamente da quanto riscontrato per alcuni ST
di ceppi isolati da conigli domestici e selvatici, i ceppi isolati da questa
specie animale, pur presentando lo stesso profilo allelico, differivano tra
loro per resistotipo fenotipico e/o genotipico. Inoltre, come per alcuni
ceppi isolati da conigli selvatici, anche nei ceppi isolati da lepri sono
stati riscontrati ST comuni agli E. coli isolati da lagomorfi domestici, in

particolare ST140 ed ST259 (Tabella A.14).
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Tabella A.12 Profili allelici (ST) e relativi complessi clonali (CC) dei ceppi di E. coli isolati da conigli commerciali (CC) e campionati in al-

levamenti di Lombardia (L), Piemonte (P) e Veneto (V) negli anni 2006-2007.

Specie

Anno di

Numero di

geni-cassetta veicolati

Animale Isolamento Origine ceppi si E. coli ST cc Profilo AMR dagli integroni
CC 2006 P/L 5 140 31 AmTeSulFen orfIN682 + dfrA5 + (orfD)
CcC 2006 P/L 2 140 31 ChAmTeSul aadAl
CcC 2007 P 1 140 31 AmTeSul dfrAl-aadAl
CC 2006-2007 V/L 4 238 17 ChAmTeSul aadAl
CcC 2007 P 1 238 17 ChAmTeSul dfrAl-aadAl
CcC 2006-2007 V/P 3 238 17 ChAmTeSulFen dfrAl-aadAl;dfrAl17-aadAS
CcC 2006 L 5 1007 | N/A ChAmTeSulFen aadAl
CcC 2006-2007 V/L 4 119 17 ChAmTeSul dfrAl-aadAl
CcC 2007 L 1 148 63 ChAmTeSulFen aadAl
CcC 2007 L 2 148 63 ChAmReSul aadAl
CC 2006 L 1 1005 | N/A ChAmTeSulFen dfrAl-aadAl
CcC 2006-2007 L 3 1006 | N/A ChAmTeSulFen dfrAl-aadAl
CcC 2006-2007 L 2 1019 | N/A ChAmTeSulFen dfrAl-aadAl
CC 2007 L 1 1019 | N/A AmTeSul aadAl
CcC 2007 \% 1 1021 | N/A ChAmTeSul aadAl
CcC 2007 L 2 461 41 ChAmTeSul aadAl
CC 2006 L 1 1004 | N/A ChAmTeSul dfrAl-aadAl
CcC 2006 L 1 1004 | N/A AmTeSul aadAl
CcC 2006-2007 L 2 1011 | N/A ChAmTeSul aadAl
CcC 2006 V/L 2 1012 | N/A ChAmTeSulFen aadAl
CC 2006-2007 V/L 2 1018 | N/A ChAmTeSulFen aadAl
CcC 2006 L 1 134 30 AmTeSulFen aadAl
CC 2006 L 1 259 N/A ChAmTeSul aadAl
CcC 2006 \Y% 1 317 N/A ChAmTeSul dfrAl-aadAl
CcC 2006 L 1 855 N/A ChAmTeSul dfrAl-aadAl
CcC 2007 L 1 1017 | N/A ChAmTeSulFen dfrAl-aadAl
CC 2006 L 1 1020 | N/A ChAmTeSul aadAl
CcC 2007 \% 1 1021 | N/A ChAmTeSul aadAl
CcC 2007 L 1 119 17 ChAmTe -

CC 2008 L 1 1021 | N/A ChAmTeSulFen -
CcC 2008 L 1 857 N/A ChAmTeSul -

Legenda: Ch=chinoloni; Am=aminoglicosidi; Te=tetracicline; Sul=sulfamidici; Fen= fenicoli; N/A= non assegnato.
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Tabella A.13 Profili allelici (ST) e relativi complessi clonali (CC) dei ceppi di E. coli isolati da conigli selvatici (CS).

Sp.ecie Anno di Origine Nu.mtero di ' ST ce Profilo AMR geni-cas‘stetta veic?lati
Animale Isolamento ceppi si E. coli dagli integroni

(O] 2006 L 6 1014 N/A ChAmTeSul dfrAl-aadAl

(O] 2006 L 4 119 17 ChAmTeSulFen dfrAl-aadAl

(O] 2006 L 1 148 63 ChAmTeSulFen aadAl

(O] 2006 L 1 238 17 ChAmTeSulFen dfrAl-aadAl

(O] 2006 L 1 1006 N/A ChAmTeSulFen dfrAl-aadAl

(O] 2006 L 1 1013 N/A ChAmTeSulFen dfrAl-aadAl

(O] 2006 L 1 1016 N/A ChAmTeSulFen aadAl

Tabella A.14 Profili allelici (ST) e relativi complessi clonali (CC) dei ceppi di E. coli isolati da lepri (Le).

S}Tecie Anno di Origine Nu.m?ro di . ST cc Profilo AMR geni-cas.stoetta veic?lati
Animale Isolamento ceppi si E. coli dagli integroni

Le 2006 L 1 1008 N/A ChAmTeSul aadAl

Le 2006 L 1 1008 N/A ChAmTeSul dfrAl-aadAl
Le 2006 L 1 1008 N/A AmTeSul dfrAl-aadAl
Le 2006 L 1 140 31 ChAmTeSul aadAl

Le 2006 L 1 140 31 AmTeSul aadAl

Le 2006 L 1 23 7 AmTeSul dfrAl-aadAl
Le 2006 L 1 144 36 ChAmTeSulFen aadAl

Le 2006 L 1 145 31 ChAmTeSul dfrAl-aadAl
Le 2006 L 1 171 23 ChAmTeSulFen aadAl

Le 2006 L 1 259 N/A - aadAl

Le 2006 L 1 690 31 AmSul dfrAl-aadAl
Le 2006 L 1 1009 N/A AmTeSul aadAl

Le 2006 L 1 1010 N/A AmTeSulFen aadAl

Le 2006 L 1 1022 N/A - aadAl

Le 2006 L 1 1023 N/A AmTeSul aadAl

Le 2006 L 1 1024 N/A AmTe -

Le 2006 L 1 1025 N/A AmTe -

Legenda: Ch=chinoloni; Am=aminoglicosidi; Te=tetracicline; Sul=sulfamidici; Fen=fenicoli; L=Lombardia; N/A= non assegnato.
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3A.4.1 Analisi filogenetica

L’analisi filogenetica € stata eseguita utilizzando le sequenze nucleotidi-
che concatenate dei 7 loci genici analizzati mediante MLST di ciascun
ceppo. Dall’allineamento eseguito sfruttando 1’algoritmo MAFFT con il
software Guidance (Penn et al, 2010), € stato possibile ottenere l’albero
filogenetico rappresentato in figura A.1. Ciascun ceppo ¢ stato identifi-
cato con il proprio ID (numero di identificazione), la specie animale di
origine (FR=coniglio commerciale, WR=coniglio selvatico e H=lepre) e il
ST di appartenenza.

L’albero puo essere diviso in 3 gruppi principali, A, B e C e la maggior
parte dei ceppi oggetto di questa indagine (62/87;71,2%) apparteneva al
gruppo C, supportato da un elevato valore di bootstrap (99). I restanti
campioni si inserivano nei due gruppi A (16/87; 18,4%) e B (9/87;
10,4%), anch’essi supportati da valori di bootstrap maggiori di 90.

Al gruppo A appartenevano ceppi isolati sia da lagomorfi commerciali
(ST259, ST317, ST857, ST1011, ST1019 e ST1020) che da lepri (ST23,
ST259, ST690, ST1008 e ST1022), mentre in questo cluster non € stata
riscontrata la presenza di E. coli isolati da conigli selvatici.

Nel gruppo B invece, il meno numeroso, sono stati riscontrati soprattut-
to ceppi isolati da conigli selvatici (6/9; 33%) appartenenti al ST1014 e
3 ceppi (1 isolato da una lepre e 2 da conigli commerciali), con ST1025,
ST1005 e ST1017.

La maggior parte dei ceppi isolati dai conigli commerciali (43/55;
78,2%), si inseriva invece nel gruppo C, in particolare i ceppi apparte-
nenti ai CC 17 (ST238, ST119), CC31 (ST140) ed ST1007. In questo clu-
ster sono presenti anche i ceppi isolati da animali a vita libera, in parti-
colare gli isolati da conigli selvatici con ST238, ST119, ST148, ST1006,
ST1013, ST1015 e ST1016 e da lepri con ST171, ST140, ST144, ST145,
ST1009, ST1010, ST1023 e ST1024.
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In particolare, ST piu diffusi (ST238, ST119 e ST1007) sembrano essere
filogenenticamente correlati tra loro, tanto da formare il sotto-gruppo
piu rappresentato del gruppo C.

I ceppi di E. coli ogxAB-positivi, pur essendo presenti prevalentemente
nel gruppo C (e in particolare nel sotto-gruppo piu rappresentato,
11/21; 52,38%), si riscontrano anche nel cluster A (3 ceppi con ST1019
e 2 rispettivamente con ST1019 e ST857) e nel cluster B (1 ceppo isolato
da una lepre con ST1025).
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3A.5 Tipizzazione plasmidica

L’analisi del profilo plasmidico mediante PBRT ¢& stata eseguita su una
selezione di E. coli scelti in base alla specie animale da cui sono stati i-
solati, al loro profilo fenotipico e genotipico di antibiotico-resistenza (con
particolare riguardo ai ceppi ogxAB-positivi) e al ST e/o CC
d’appartenenza, tali da poter essere considerati ceppi rappresentativi
della maggioranza della popolazione batterica oggetto di studio.

Sono stati testati 30 ceppi, 23/30 (76,7%) isolati da conigli commerciali,
5/30 (16,7%) da lepri e 2/30 (6,6%) da conigli selvatici e di questi, 21
erano portatori dei geni PMQR ogxA e ogxB (Tabella A.15).

L’indagine ha permesso di evidenziare la presenza di un’ampia varieta di
classi plasmidiche nella maggioranza dei ceppi testati. Infatti, soltanto
un ceppo, A6 (ST119, CC17), veicolava un solo replicon-type (incR) dei
22 cercati. I restanti 29 ceppi invece, indipendentemente dalla loro ori-
gine geografica e dalla specie animale da cui sono stati isolati, hanno
presentato da un minimo di 2 ad un massimo di 7 repliconi diversi. So-
no risultati particolarmente diffusi i gruppi IncF, IncHI1, Incll, IncN,
IncP, IncX1, IncY e ColE. Ad eccezione di A6, tutti sono risultati positivi
ad IncF, soprattutto per la presenza di repF (26/30; 86,7%) spesso as-
sociato ad altri repliconi della stessa famiglia FIA, FIB e/o FIC (22/30;
73,3%). Diffuso anche incl1, presente in 26/30 (86,7%) ceppi, tutti, ad
eccezione di uno (il ceppo 6), positivi agli integroni di classe 1. La pre-
senza dei repliconi incX1, IncP e InY € stata riscontrata rispettivamente
in 13/30 (43,3%), 11/30 (36,7%) e 9/30 (30%) ceppi mentre ColE in
5/30 (16,7%) ceppi. Non € emersa nessuna associazione tra la presenza
di alcuni plasmidi e 'appartenenza dei ceppi a particolari ST o CC.

Cio che emerge ¢ la prevalenza, nei ceppi ogxAB-positivi (segnati con un
asterisco in tabella A.15), del CC17 (9/21; 42,8%), ST238 (7/21 ceppi;
33,3%) ST119 (2/21; 9,5%) e la loro positivita soprattutto ai plasmidi
appartenenti alla famiglia IncF (20/21; 95,2%), IncI1 (17/21; 81%), IncY
(9/21; 42,8%), IncP (7/21; 33,3%) e IncX1 (5/21; 23,8%).
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Tabella A.15 Profilo plasmidico dei ceppi di E. coli rappresentativi della popolazione in esame.

Specie Origine Complesso geni-cassetta veicolati . qs

Animale ID e anno ST Clonale (CC) Profilo AMR dagli integroni Profilo plasmidico
CcC 4* V-2007 119 17 ChAmTeSulFe dfrAl-aadAl F, FIB, 11, P
CcC A6* L-2007 119 17 ChAmTe - R
CC PC75 V-2006 119 17 ChAmTeSulFe dfrAl-aadAl FIB, I1, P
CC A2 P-2006 140 31 ChAmTeSulFe dfrAl-aadAl F, 11, X1, ColE
Le E3 L-2006 145 31 ChAmTeSulFe aadAl F, FIB, I1, X1, ColE
CcC 20 L-2007 148 63 ChAmTeSulFe dfrAl-aadAl F, FIB, 11, P, X1
CS PC139-34 L-2006 148 63 ChAmTeSulFe - F, FIB, I1, P, X1
CcC PC79* L-2006 238 17 ChAmTeSulFe dfrAl17-aadAS5 F, FIC, 11, Y, ColE
CcC 8* V-2007 238 17 ChAmTeSulFe dfrAl7aadAS5 F, FIC, HI1,11,Y
CcC o* V-2007 238 17 ChAmTeSulFe aadAl F, FIC,I1,Y
CcC 10* V-2007 238 17 ChAmTeSulFe aadAl F, FIC,I1,Y
CcC 17* P-2007 238 17 ChAmTeSulFe dfrAl-aadAl F, FIC,I1, N, X1,Y
Cs 139-31* L-2006 238 17 ChAmTeSulFe dfrAl-aadAl F, FIC, HI1,I1,P, Y
CcC 19* L-2007 238 17 ChAmTeSulFe aadAl FIB, FIC, I1,Y
Le E4 L-2006 690 31 ChAmTeSulFe dfrAl17-aadAS F, 11, X1
CcC 15% L-2008 857 N/A ChAmTeSul - F, FIA, FIB
CcC A4 L-2006 1004 N/A ChAmTeSulFe dfrAl17-aadAS F, 11, P, X1, ColE
CC A28* L-2006 1006 N/A ChAmTeSulFe dfrAl-aadAl F, FIB, HI1, 11, P, X1, ColE
CcC PC118* L-2006 1006 N/A ChAmTeSulFe dfrAl-aadAl F,I1, N, P, X1
CcC PCl16* L-2006 1019 N/A ChAmTeSulFe dfrAl-aadAl F, FIB, I1, N, P, X1
Le PC24LC39 L-2006 1010 N/A ChAmTe aadAl F, 11, X1
CcC 18* L-2007 1011 N/A ChAmTeSul aadAl F, FIB, FIC, 11, Y
CcC 24 L-2007 1017 N/A ChAmTeSulFe dfrAl-aadAl F, 11, X1
CcC 11* L-2007 1018 N/A ChAmTeSulFe aadAl F, FIC, I1
CC 12* L2007 1019 N/A ChAmTeSulFe dfrAl-aadAl FIB, I1,N, P, X1
CcC 13* L-2007 1019 N/A AmTeSulFe aadAl F,I11,P
CcC 6* L-2008 1021 N/A ChAmTeSulFe - F, FIC, I1
CcC T* V-2007 1021 N/A ChAmTeSulFe aadAl F, FIC,I1,Y
Le A21* L-2007 1024 N/A AmTe - F, FIB
Le A25% L-2007 1025 N/A AmTe - F, FIB

Legenda: Ch=chinoloni; Am=aminoglicosidi; Te=tetracicline; Sul=sulfamidici; Fen= fenicoli; CC= coniglio commerciale, CS= coniglio sel-
vatico; Le= lepre; L=Lombardia; P=Piemonte; V=Veneto; N/A= non assegnato; *ceppi ogxAB-positivi. ID=numero identificativo.

85



STUDIO A

3A.6 Tasformazione batterica

La trasformazione di cellule batteriche competenti & stata eseguita uti-
lizzando il DNA plasmidico di 2 ceppi (ID 20 e PC75) isolati da 2 conigli
commerciali. Questi due ceppi sono stati scelti tra i campioni risultati
positivi agli integroni di classe 1 e ai plasmidi Incll, essendo
quest’ultima la famiglia di plasmidi piu diffusa tra i ceppi risultati posi-
tivi a queste strutture. Infatti, dei 30 ceppi su cui € stata eseguita la ti-
pizzazione del contenuto plasmidico, 26 sono risultati positivi ad Incl1
mentre i 4 che non presentavano questa classe, erano 4/5 ceppi testati
negativi agli integroni. L’obiettivo € stato quindi verificare se tali strut-
ture fossero (o meno) veicolate da questi plasmidi. Pertanto & stata ripe-
tuta la ricerca di queste strutture mediante PCR end-point sul DNA delle
cellule batteriche trasformanti e I'analisi ha dato esito positivo sia agli

integroni che ai plasmidi Incl1 e IncP.
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4A. Discussione

4A.1 Profili fenotipici di antibiotico-resistenza

L’analisi dei profili fenotipici di antibiotico-resistenza € stata eseguita in
ceppi di E. coli EPEC isolati da conigli da carne e in E. coli commensali
da lagomorfi selvatici.

Il pannello di antimicrobici testato € stato scelto in modo tale che fosse-
ro rappresentate le classi di molecole pit comunemente utilizzate nella
terapia delle infezioni in medicina umana e nella profilassi e trattamen-
to delle enteropatie nell’allevamento cunicolo. A queste, sono state ag-
giunte molecole in disuso da diverso tempo, come il cloramfenicolo, per
verificare la sensibilita di E. coli a principi attivi il cui utilizzo €& stato vie-
tato da molti anni. Sono state invece escluse dall’analisi le penicilline in
quanto sono principi attivi che non vengono utilizzati nella produzione
del coniglio da carne perché nocivi per i lagomorfi.

L’analisi dei profili di antibiotico-resistenza ha evidenziato come la mag-
gior parte dei ceppi, isolati sia da lagomorfi domestici che selvatici, sia
resistente ad almeno 3 delle 5 classi di antimicrobici testate.

Livelli di resistenza particolarmente elevati sono stati riscontrati in par-
ticolare nei ceppi isolati dai conigli di allevamento, soprattutto nei con-
fronti delle principali classi di molecole utilizzate a scopo profilattico e
terapeutico per le patologie enteriche del coniglio (aminoglicosidi, tetra-
cicline e sulfamidici). In questa tipologia d’allevamento, € particolarmen-
te diffuso I'impiego di antimicrobici a scopo metafilattico durante le fasi
considerate piu critiche, soprattutto lo svezzamento. La somministra-
zione di antimicrobici a basso dosaggio infatti € una prassi comune in
quanto previene l'insorgenza di enteropatie che non solo pregiudicano lo
stato di salute e quindi di benessere degli animali, ma si ripercuotono
soprattutto sulle loro performance produttive in termini di accrescimen-
to e mortalita. Pia del 50% delle perdite economiche che si verificano

durante il ciclo produttivo sono infatti imputabili a patologie di origine
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batterica a carico dell’apparato gastro-intestinale del coniglio (Grilli,
2006; Grilli, 2008).

Piu della meta dei ceppi di E. coli EPEC isolati da animali provenienti da
allevamenti del Nord-Italia e deceduti naturalmente per enteropatie ri-
conducibili a colibacillosi, ha mostrato resistenza ad almeno una delle
molecole appartenenti alla classe delle tetracicline, degli aminoglicosidi,
dei sulfamidici e dei chinoloni (Tabella A.6).

Livelli di resistenza particolarmente elevati sono stati riscontrati soprat-
tutto nei confronti degli aminoglicosidi neomicina e streptomicina per i
quali la quasi totalita dei ceppi € risultato resistente. Tuttavia resistenze
comunque importanti sono state riscontrate anche nei confronti
dell’aminosidina e dell’apramicina, farmaci il cui utilizzo € comune negli
allevamenti cunicoli in combinazione con le tetracicline. Nei piani di me-
tafilassi € infatti diffuso impiego dell’aminosidina e dell’apramicina in
combinazione con l'ossitetraciclina oppure con i sulfamidici potenziati
con le diaminopirimidine (trimethoprim).

Non sorprende il riscontro di resistenze elevate nei confronti di tutte le
molecole testate appartenenti alla classe delle tetracicline. E’ ampia-
mente documentata infatti la resistenza pressoccheé totale a questi an-
timicrobici a seguito del loro ampio utilizzo per patologie diverse da
quelle enteriche (respiratorie, per esempio), tanto da essere oramai
sconsigliati come presidio terapeutico per il trattamento delle infezioni
sostenute dai batteri gram-negativi (Sojca and Carmagha, 1962; Wil-
kenson et al., 2004).

A destare certamente piul preoccupazione € la resistenza nei confronti
dei chinoloni sia nei ceppi isolati dai conigli domestici che selvatici. Li-
velli di resistenza importanti sono stati riscontrati infatti nei confronti
dei chinoloni e fluorochinoloni di prima e seconda generazione quali
I’'acido nalidixico, la flumechina, ’enrofloxacina e la ciprofloxacina. Sol-
tanto il 34% dei ceppi isolati in allevamento e il 21% degli isolati da a-
nimali a vita libera é infatti risultato sensibile all’enrofloxacina, fluro-

chinolone il cui utilizzo é consentito nell’allevamento cunicolo. Ancora
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piu allarmante € riscontrare sensibilita nei confronti della ciprofloxacina
in una percentuale di ceppi che non supera il 60% sia negli animali
domestici che nei conigli selvatici. Questo fluorochinolone, ad uso e-
sclusivamente umano, ¢ infatti considerato uno degli antimicrobici di
prima scelta per la terapia delle infezioni. Interessante € inoltre sottoli-
neare che circa il 70% dei ceppi ha mostrato resistenza o una sensibilita
intermedia nei confronti del cloramfenicolo nonostante il suo utilizzo in
medicina veterinaria sia stato bandito ormai da diversi anni.

In una percentuale di ceppi certamente pit contenuta, anche gli E. coli
isolati da lepri selvatiche hanno mostrato resistenza oppure una sensi-
bilita intermedia nei confronti delle tetracicline, del trisulfamidico e de-
gli aminoglicosidi streptomicina, neomicina e aminosidina.

Questi dati fotografano un trend particolarmente preoccupante, in linea
se non peggiore sia con quanto riportato in altri studi sull’antibiotico-
resistenza di E. coli negli allevamenti cunicoli italiani e nei lagomorfi
selvatici, sia con i report del’EFSA e del’ECDC sulla diffusione del fe-
nomeno nell’'uomo e nelle produzioni animali (Camarda et al., 2004; A-
gnoletti et al.,, 2004; Pisoni et al., 2004; Grilli, 2008; Poeta et al., 2010;
Silva et al., 2010; EFSA and ECDC, 2012; ECDC, 2012).

Infatti, nel recente report del’EFSA con I’ECDC riferiti all’anno 2010 e
nella relazione dellECDC al 2011, i dati piu allarmanti per quanto ri-
guarda i batteri gram-negativi sia patogeni che commensali, si riferisco-
no soprattutto alle resistenze spesso combinate nei confronti degli ami-
noglicosidi, B-lattamici, fluorochinoloni, tetracicline e sulfamidici, in
percentuali e associazioni diverse a seconda dell’origine dei ceppi (uma-
na o animale) (EFSA and ECDC, 2012; ECDC, 2012).

Nonostante il contesto ambientale in cui vivono i lagomorfi selvatici ri-
spetto ai conigli di allevamento sia diverso, la maggior parte dei ceppi di
E. coliisolati da queste specie animali ha mostrato profili di antibiotico-
resistenza, talvolta addirittura con livelli piu elevati rispetto ai conigli di
allevamento. Quest’ultima osservazione si riferisce soprattutto ai ceppi

isolati dai conigli selvatici, i quali hanno mostrato livelli di resistenza
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superiori rispetto agli isolati da animali domestici nei confronti della
streptomicina, apramicina, sulfamidici e chinoloni. Tuttavia, per la
scarsa numerosita dei ceppi testati e per 'area geografica limitata in cui
sono stati eseguiti i campionamenti, questi confronti sono da ritenersi
delle considerazioni di carattere generale.

Il riscontro di resistenze a molecole antimicrobiche ormai in disuso, co-
me nel caso del cloramfenicolo e di alcuni aminoglicosidi, indica che,
una volta acquisita la resistenza, essa pud permanere a lungo nei batte-
ri anche in assenza di una pressione selettiva esercitata dal farmaco.
Parallelamente, la presenza di ceppi resistenti a molecole antimicrobi-
che mai utilizzate negli animali da cui sono stati isolati (come la cipro-
floxacina nei conigli d’allevamento e selvatici), oltre a possibili fenomeni
di cross-resistenza all’interno della stessa classe di molecole, conferma
la grande plasticita dei batteri, capaci di acquisire da altri microorgani-
smi e di diffondere a loro volta, tratti di DNA utili per la sopravvivenza
in condizioni ambientali sempre nuove, in particolare attraverso il tra-
sferimento orizzontale di geni di virulenza e di antibiotico-resistenza
(Carattoli, 2003; Perry, 2004; Dobrindt et al., 2002; Carattoli, 2009).

Lo studio € stato rivolto alla ricerca e caratterizzazione delle principali
strutture genetiche (integroni e plasmidi) coinvolte nell’acquisizione e
nel trasferimento di determinanti genici di antibiotico-resistenza nelle

Enterobacteriaceae.

4A.2 Profili genotipici di antibiotico-resistenza

La presenza degli integroni di classe 1 € stata riscontrata in ceppi di E.
coli isolati da tutte e tre le specie animali campionate, con una preva-
lenza maggiore negli isolati da conigli commerciali, mentre nessun cep-
po ¢ risultato portatore degli integroni di classe 2. Questo dato € in ac-
cordo con quanto gia riferito in letteratura, secondo cui queste strutture
si riscontrano meno frequentemente rispetto agli integroni di classe 1 e

solo pochi Autori riportano di ceppi positivi ad entrambe le classi (Ra-
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dstrom et al., 1994; Collis and Hall, 1995; Ploy et al.,, 2000b; Fluit and
Schmitz, 2004; Rodriguez et al.,, 2006; Mazel, 2006; Vinue et al., 2008;
Stephenson and Brown, 2012).

La cassetta genica riscontrata piu frequentemente ¢ stata aadA (nelle
varianti alleliche aadA1l e aadAS5) da sola o in combinazione con il gene
dfrA (dfrAl e dfrA17) responsabili rispettivamente della resistenza ad al-
cuni aminoglicosidi (streptomicina e spectinomicina) e al trimethoprim.
La presenza di un numero limitato di cassette geniche € in accordo con
quanto emerge nella maggior parte degli articoli presenti in letteratura.
Infatti, nonostante ad oggi siano state descritte piu di 130 cassette di-
verse in grado di conferire resistenza a quasi tutte le classi di antimi-
crobici, i geni che si riscontrano piu frequentemente negli integroni di
classe 1 sono dfrA e aadA (Fluit and Schmitz, 2004; Lapierre et al.,
2008; Partridge et al., 2009; Forcella et al., 2010; Barraud et al., 2010;
Ponce-Rivas et al., 2012).

E’ inoltre importante ricordare che gli integroni di classe 1 in quanto tali
presentano nella propria regione conservata all’estremita CS3’ i geni qa-
cEAl e sull, in grado di conferire resistenza ai composti dell’ammonio
quaternario, utilizzati come disinfettanti negli allevamenti intensivi, e ai
sulfamidici (Carattoli, 2001).

Un dato particolarmente interessante & la presenza di queste strutture
in ceppi di E. coli con profili fenotipici di multifarmaco-resistenza. La
maggior parte dei ceppi batterici isolati da conigli, sia domestici che sel-
vatici, ha infatti mostrato resistenza a tutte e 5 le classi di antimicrobici
testate, mentre gli isolati da lepri soprattutto nei confronti degli amino-
glicosidi, sulfamidici e tetracicline. Unica eccezione due ceppi che, no-
nostante veicolino il gene aadAl nel proprio integrone, hanno mostrato
sensibilita a tutte le molecole testate. Un’analisi piu dettagliata della se-
quenza nucleotidica codificante di queste cassette geniche ha tuttavia
permesso di evidenziare come alcune siano incomplete, probabilmente a
causa di errori di arrangiamento durante la loro acquisizione o escissio-

ne mediate dallintegrasi. Cio spiegherebbe quindi la mancata corri-
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spondenza tra profilo fenotipico di antibiotico-resistenza e la presenza di
particolari cassette geniche negli integroni. Viceversa, alcuni ceppi vei-
colanti i geni dfrA e aadA completi, non hanno mostrato fenotipicamen-
te resistenza agli aminoglicosidi e/o all’associazione del sulfametossazo-
lo con il trimethoprim. Questa discordanza puo essere dovuta a muta-
zioni nucleotidiche all’interno della sequenza codificante dei geni oppure
a carico del promotore tali da impedirne una corretta espressione.
Parallelemante, il riscontro di ceppi con fenotipi di resistenza a queste
molecole ma privi di integroni, indica la probabile presenza di altre
strutture o l'intervento di meccanismi genetici diversi tali da rendere i-
nefficaci questi antimicrobici. Non di rado infatti, i batteri presentano
piu di un meccanismo responsabile di resistenza ad una molecola o ad
una classe di molecole antimicrobiche (Spratt, 1994; McDermott et al.,
2003; Magnet and Blanchard, 2005; Wright, 2005).

Considerando i singoli principi attivi, la maggior parte dei ceppi positivi
a queste strutture isolati sia da lagomorfi commerciali che selvatici, so-
no risultati resistenti o intermedi nei confronti delle tetracicline (tetraci-
clina, ossitetraciclina e doxiciclina), del trisulfamidico e del sulfamidico
potenziato con il trimethoprim, della streptomicina e dei chinoloni e
fluorochinoloni di prima e seconda generazione, in particolare l’acido
nalidixico, la flumechina e ’enrofloxacina.

Stante la maggior parte degli isolati appartenga ai complessi clonali
CC17 e CC31, la tipizzazione molecolare ha permesso di evidenziare la
presenza di un’elevata eterogeneita tra i ceppi int/1-positivi, indipenden-
temente dalla specie animale e dall’area geografica di origine. Ad ecce-
zione di pochi ceppi appartenenti allo stesso complesso clonale e con
medesimo profilo fenotipico e genotipico di antibiotico-resistenza ed ori-
gine geografica per i quali si ipotizza essere lo stesso clone batterico,
nella maggior parte dei casi non € stato possibile evidenziare correlazio-
ni tra 'appartenenza ad un ST o CC e particolari profili fenotipici e ge-
notipici di resistenza agli antimicrobici. L’elevata eterogeneita genotipica

e fenotipica dei ceppi avvalora quindi l'ipotesi secondo cui ad accelerare
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notevolmente la diffusione di determinanti genici di antibiotico-
resistenza sia il trasferimento orizzontale di materiale genetico tra i bat-
teri piuttosto di una trasmissione esclusivamente verticale all’interno
dello stesso clone.

La stretta associazione tra la presenza di integroni e la resistenza feno-
tipica a piu molecole antimicrobiche €& stata ampiamente documentata
in letteratura. La ricerca di queste strutture in batteri sia gram-positivi
che gram negativi multifarmaco-resistenti, e in particolare nelle Entero-
bacteriaceae, € stata condotta da moltissimi Autori in tutto il mondo. La
presenza di queste strutture € stata riscontrata infatti sia in batteri
commensali che patogeni, sia di origine umana, animale e ambientale
(Bass et al., 1999; Leverstein-vanHall et al.,, 2003; Biyela et al., 2004;
Nijssen et al., 2005; Skurnik et al., 2005; Daikos et al., 2007; Barlow et
al., 2009; Laroche et al., 2009; Kristiansson et al., 2011).

Nel nostro caso, il riscontro degli integroni con una prevalenza maggiore
nel coniglio da carne puo essere spiegata dal fatto che negli allevamenti
intensivi la pressione selettiva esercitata dall’utilizzo degli antimicrobici
favorisce la selezione di batteri antibiotico-resistenti. Inoltre, poiché
questa tipologia di allevamento non prevede un periodo di vuoto sanita-
rio tra un ciclo produttivo e il successivo, € probabile che batteri non
necessariamente patogeni veicolanti queste strutture possano permane-
re nei capannoni e fungere da reservoir di geni di resistenza facilmente
trasferibili ad altri microorganismi ivi presenti. La selezione di batteri
antibiotico-resistenti legata all’utilizzo frequente di antimicrobici, insie-
me all’elevata densita degli animali per superficie, sono tutti fattori che
favoriscono la comparsa e la diffusione di queste strutture e, con esse,
del fenomeno dell’antibiotico-resistenza.

Nei conigli selvatici invece, la presenza di una percentuale importante di
ceppi multifarmaco-resistenti e positivi agli integroni puo essere spiega-
ta dal fatto che il campionamento € stato eseguito su animali catturati
nella pianura bergamasca, in una zona rurale ad elevata densita zoo-

tecnica. Poiché €& stata dimostrata in letteratura la presenza di batteri
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antibiotico-resistenti positivi a queste strutture anche nei reflui zootec-
nici, non si esclude che i conigli ne siano venuti a contatto (Stokes et
al., 2006; Guenther et al., 2011; Guenther et al., 2012).

Un discorso a parte deve essere invece fatto per i ceppi di E. coli isolati
da lepri selvatiche. Questi sono infatti animali caturati ad altitudini ele-
vate nelle zone montane della Provincia di Sondrio dove la zootecnia € di
tipo estensivo. Considerando quindi 'oggetto del monitoraggio, comple-
tamente estraneo a qualsiasi tipo di trattamento farmacologico, il ri-
scontro di ceppi con profili fenotipici e genotipici di multifarmaco-
resistenza e con ST talvolta riscontrati anche in ceppi isolati in alleva-
mento, € indicativo di una diffusione ormai globale di batteri antibiotico-
resistenti e di come il fenomeno diffonda rapidamente anche in ambienti
non sottoposti a pressione selettiva esercitata dai farmaci (Gionechetti
et al., 2002; Sayah et al., 2005; Nebbia et al. 2008; Sjolund et al., 2008;
Literak et al., 2009; Guenther et al., 2011; Guenther et al., 2012; Jardi-
ne et al., 2012).

Da quanto discusso finora, la presenza degli integroni che veicolano ge-
ni responsabili della resistenza a diverse classi di antimicrobici € certa-
mente un’informazione importante che permette di correlare la resisten-
za genotipica con quanto evidenziato dall’analisi dei profili fenotipici di
resistenza agli aminoglicosidi, ai sulfamidici e al trimethoprim.

Tuttavia la presenza di queste strutture non € in grado di spiegare in to-
to le resistenze riscontrate nei confronti di tutte le classi di antimicrobici
testate in questo studio. Infatti, come gia accennato nel paragrafo pre-
cedente, una percentuale non trascurabile di ceppi di E. coli isolati sia
da animali domestici che selvatici ha mostrato resistenza o una ridotta
sensibilita nei confronti dei chinoloni, farmaci d’elezione nel trattamento
delle infezioni in medicina umana per la loro attivita ad ampio spettro.
Data lI'importanza che queste molecole rivestono, lo studio € stato indi-
rizzato alla ricerca dei geni Plasmid Mediated Quinolone Resistence

(PMQR). Di recente infatti, sono stati scoperti geni a prevalente localiz-
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zazione plasmidica, in grado di conferire ai batteri una bassa resistenza
nei confronti dei chinoloni e una ridotta sensibilita ai fluorochinoloni.

La ricerca € stata condotta su tutti i ceppi di E. coli oggetto d’indagine
indipendentemente dalla loro origine e dal profilo fenotipico di antibioti-
co-resistenza evidenziato. Su un totale di 172 ceppi testati (¢ stata ri-
scontrata la positivita di 21 ceppi (18 isolati da conigli commerciali, 2
da lepri e 1 da un coniglio selvatico; 12,2%) ai geni ogxA e ogxB, la mag-
gior parte dei quali appartenenti al CC17, mentre nessuno € risultato
portatore dei geni gnr (qnrA, gnrB, gnrC, gnrD e gnrS) e gepA.

Da quando per la prima volta fu identificato in USA in un ceppo di K.
pneumoniae il primo gene gnr in un plasmide (Martinez-Martinez, 1998),
diversi ricercatori di tutto il mondo si sono dedicati alla ricerca, caratte-
rizzazione e valutazione della trasferibilita dei geni gnr nelle Enterobac-
teriaceae, sia in ceppi commensali che patogeni soprattutto di origine
umana. Tuttavia, negli ultimi anni, sono stati condotti diversi studi volti
alla ricerca di questi geni anche in ceppi batterici di origine animale e
ambientale (Jacoby et al., 2006; Cavaco et al., 2008; Cattoir et al., 2008;
Yue et al.,, 2008; Cerquetti et al., 2009; Dionisi et al., 2009; Garcia-
Fernandez et al.,, 2009; Pallecchi et al.,, 2010; Gibson et al., 2010; For-
cella et al., 2010; Dolejska et al.,, 2011; Hordijk et al.,, 2011; Fortini et
al., 2011; Szmolka et al., 2011; Mokracka et al., 2012; Stephenson and
Brown, 2012; Huang et al.,, 2012; Marti and Balcazar, 2012; Hassan et
al., 2012; Schink et al.,, 2012; ; Vien et al.,, 2012; Cengiz et al, 2012;
Koo and Woo, 2012; Dolejska et al., 2013).

Per quanto riguarda la presenza dei geni PMQR in ceppi di E. coli di o-
rigine animale, la maggior parte degli studi sono stati condotti in cam-
pioni provenienti da animali d’allevamento (in particolare suini e polli) e
da compagnia (cavalli e cani) e, per quanto riguarda la prima categoria,
sia sani che affetti da colibacillosi, raccolti in allevamento o al macello.
La prevalenza di questi geni € risultata variabile a seconda dell’origine
animale e geografica dei ceppi. Tuttavia, salvo per alcuni studi dove non

¢ stata riscontrata la presenza di questi determinanti genetici stante la
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resistenza fenotipica dei ceppi ai chinoloni (Lapierre et al.,, 2008; Ales-
siani et al., 2009), la maggior parte degli Autori ha rilevato la presenza
sia dei geni gnr, soprattutto varianti alleliche delle famiglie gnrB e gnrS,
sia il gene aa(6')-Ib-cr. Piu raramente gepA (Yue et al., 2008; Cerquetti et
al.,, 2009; Ma et al., 2009; Dolejska et al., 2011; Szmolka et al., 2011;
Fortini et al., 2011; Schink et al., 2012).

Pochi Autori hanno invece riscontrato la presenza dei geni ogxA e ogxB
e questo studio rappresenta la prima segnalazione di questi geni in cep-
pi di E. coli commensali e patogeni isolati da lagomorfi domestici e selva-
tici.

Ad eccezione dei due ceppi isolati da lepri, tutti gli E. coli risultati o-
gxAB-positivi in questo studio, hanno mostrato fenotipi di multifarma-
co-resistenza e piu del 70% (15/21 ceppi; 71%) a tutte le S classi di mo-
lecole testate e la presenza degli integroni di classe 1 nel proprio corredo
genetico (16/21 ceppi; 76%). Inoltre, la maggior parte dei ceppi ogxAB-
positivi isolati da conigli commerciali (18/21 ceppi; 85,7%) € risultata
resistente all’acido nalidixico e alla flumechina e, di questi, 16/18
(88,9%) all’enrofloxacina e 12/18 (66,7%) intermedi o resistenti alla ci-
profloxacina. Questo dato € indicativo del ruolo giocato da questi geni
nella selezione di batteri con ridotta sensibilita a queste molecole, che
successivamente possono acquisire resistenze clinicamente rilevanti a
seguito di mutazioni a carico dei geni gyrA, gyrB, parC o parE. Tutti i
campioni hanno inoltre mostrato resistenza o una sensibilita intermedia
nei confronti delle tetracicline, della neomicina e streptomicina e la
maggior parte ai sulfamidici e ai fenicoli. Inoltre, anche se i dati che se-
guono non sono stati inseriti tra i risultati, ¢ stata testata la sensibilita
fenotipica degli E. coli ogxAB-positivi anche ai B-lattamici, in particolare
alle aminopenicilline (ampicillina e l'associazione dell’amoxicillina con
l’acido clavulanico) e ad alcune cefalosporine di prima e seconda gene-
razione (cefalotina, ceftiofur, cefotaxime e ceftazidime). Nonostante que-
ste molecole siano raramente utilizzate per il trattamento delle infezioni

batteriche negli allevamenti cunicoli intensivi e per questo escluse
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dall’indagine, alcuni ceppi isolati da lagomorfi commerciali hanno mo-
strato resistenza o una sensibilita intermedia nei confronti
dell’ampicillina (4/18; 22,2%), della cefalotina (3/18; 16,7%),
dell’associazione amoxicillina e acido clavulanico, al ceftiofur e al cefo-
taxime (1/18; 5,6%).

Questi dati trovano corrispondenza con quanto riscontrato in letteratu-
ra. E’ stato infatti dimostrato che i batteri che esprimono queste pompe
di efflusso mostrano spesso resistenza anche alle cefalosporine per la
presenza di B-lattamasi e ESBL e presentano concentrazioni minimi ini-
benti (MIC) all’acido nalidixico, flumechina, enrofloxacina, ciprofloxaci-
na e norfloxacina dalle 32 alle 64 volte superiori rispetto a coloro che ne
sono privi. Oltre a conferire resistenza ai fluorochinoloni, queste pompe
di efflusso promuovono inoltre l’estrusione dalla cellula batterica di
numerosi altri composti non necessariamente correlati tra loro, come le
tetracicline, il cloramfenicolo, il florfenicolo, il trimethoprim,
I’'ampicillina, ’olaquindox e alcuni disinfettanti e detergenti quali la clo-
rexidina, I’SDS e l’etidio bromuro, concorrendo cosi alla diffusione di fe-
notipi di multifarmaco-resistenza nei ceppi in cui sono espresse (Han-
sen et al., 2005; Hansen et al.,, 2007; Kim et al.,, 2009; Zhao et al.,
2010; Liu et al., 2011; Yuan et al., 2012; Chen et al., 2012; Park et al.,
2012; Rodriguez-Martinez et al., 2013; Wong and Chen, 2013).

Il riscontro della presenza di queste pompe di efflusso sia a livello cro-
mosomico che plasmidico, talvolta associate ad elementi trasponibili
(IS26) e ai geni codificanti per le ESBL e di virulenza, € stato rilevato in
diversi batteri appartenenti alla famiglia delle Enterobacteriaceae, in
particolare in K. pneumoniae, E. coli e recentemente anche in alcuni
ceppi di Salmonella spp. di origine umana, animale (soprattutto suini,
polli e loro carni ma anche in specie minori quali anatre e oche, animali
da compagnia e primati non umani) ed ambientale (acqua, suolo e reflui
zootecnici). La prevalenza di questi geni € particolarmente variabile, dal-
lo 0,4%-1,8% nei ceppi isolati in Sud-Corea, Svezia e Danimarca, fino al

S51% di positivita negli isolati in Cina (Hansen et al., 2004; Hansen et
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al., 2005; Hansen et al., 2007; Kim et al., 2009; Zhao et al., 2010; Yuan
et al.,, 2012; Wang et al,, 2012; Chen et al., 2012; Park et al., 2012; Ro-
driguez-Martinez et al., 2013; Wong and Chen, 2013).

Per quanto riguarda la loro localizzazione, diversi Autori riportano la
presenza dei geni ogxAB in plasmidi di dimensioni comprese tra le 43
kb e le 115 kb e appartenenti ai gruppi di incompatibilita IncF (FII e
FIV) e IncX1 (pOLAS2) (Hansen et al.,, 2004; Hansen et al., 2007; Carat-
toli, 2009; Zhao et al., 2010; Liu et al., 2011; Rodriguez-Martinez et al.,
2013).

Anche se in questo studio non € stata ancora completata la verifica del-
la localizzazione a livello cromosomico e/o plasmidico di questi geni, la
tipizzazione del contenuto plasmidico dei ceppi ogxAB-positivi ha per-
messo di evidenziare come tutti i ceppi esprimenti queste pompe di ef-
flusso, ad eccezione del ceppo A6, fossero positivi ai plasmidi IncF. Non
si esclude quindi la possibilita che questi geni trovino localizzazione a
livello di questa famiglia di plasmidi come riportato in letteratura da piu
Autori (Zhao et al.,, 2010; Liu et al.,, 2011; Rodriguez-Martinez et al.,
2013). Tuttavia, non sorprende il riscontro dei plasmidi IncF in un nu-
mero elevato di ceppi, anche commensali, come i due ceppi A21 e A25
isolati da lepri e PC139-31 da un coniglio selvatico (Tabella A.15). A dif-
ferenza della maggior parte delle altre famiglie di plasmidi infatti, IncF é
particolarmente diffuso nella flora intestinale umana e animale (soprat-
tutto dei volatili) indipendentemente dalla pressione selettiva esercitata
dalla presenza degli antimicrobici (Johnson et al, 2007; Carattoli,
2009). Normalmente i plasmidi appartenenti a questa famiglia sono un
gruppo particolarmente eterogeneo e presenti nella cellula batterica in
un numero limitato di copie. Il piu diffuso €& repF (FII), da solo o in asso-
ciazione a FIA, FIB e FIC. Oltre ad essere stato spesso associato alla dif-
fusione dei geni codificanti per le ESBL, aac(6’)-Ib-cr e gepA, veicola an-
che geni di virulenza (Carattoli, 2009).

Particolarmente interessante € il ceppo A6. Come gia accennato, ¢ infat-

ti I'unico ceppo ogxAB-positivo privo dei plasmidi IncF. Questo ceppo
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appartiene al CC17 (ST119) e, diversamente dagli altri ceppi ad esso fi-
logenenticamente correlati, € 1'unico a veicolare un solo replicone, IncR,
associato ai geni gnr (gnrS1) in Salmonella Montevideo e alle ESBL in K.
pneumoniae (Garcia-Fernandez et al., 2009).

Inoltre, dall’allineamento delle sequenze nucleotidiche di una porzione
dei geni ogxAB dei 21 ceppi positivi, emerge come questo ceppo sia
I'unico a presentare delle SNPs. Dal confronto delle sequenze nucleoti-
diche mediante BLAST dei geni ogxA e ogxB di questo campione con le
sequenze presenti in GenBank, € emersa un’identita assoluta (100%)
con i geni, a localizzazione cromosomica, di tre ceppi di K. pneumoniae
di origine umana isolati in Taiwan, Corea e Cina (sequence
ID: CP0O03785.1, CP002910.1 e APO06725.1).

Non si esclude quindi che i geni ogxAB del cepo A6 possano trovare lo-
calizzazione nel plasmide IncR oppure a livello cromosomico.

Il confronto delle sequenze nucleotidiche parziali dei due geni degli altri
20 ceppi ha invece evidenziato un’identita del 100% con le sequenze dei
geni ogxA e ogxB localizzati a livello plasmidico di 16 ceppi di E. colie 3
di K. pneumoniae, di origine umana e animale, isolati prevalentemente
in Cina. Primo tra tutti un campione isolato dal contenuto intestinale di
un coniglio (sequence ID: JX442218.1).

Oltre ai plasmidi IncF, la maggior parte dei ceppi testati ha mostrato
positivita ad un minimo di 2 fino ad un massimo di 7 repliconi diversi,
in particolare Incl1, IncN, IncHI1, IncP, IncX1, IncY e ColE. Anche Incl1
e IncN sono particolarmente diffusi tra le Enterobacteriaceae, in partico-
lare nella flora batterica intestinale dei volatili oltre che umana, e poiché
sono stati spesso associati alla diffusione di diversi geni codificanti per
le ESBL, metallo-B-lattamasi VIM-1 e PMQR, si ritiene che gli animali
fungano da serbatoio di questi geni (Carattoli, 2009; Carattoli, 2011;
Fortini et al., 2011).

Un dato particolarmente preoccupante ¢ il riscontro soprattutto dei pla-
smidi IncP che, cointegrati con Incl1l, sembrano veicolare gli integroni di

classe 1 di almeno 2 dei ceppi di E. coli intl1-positivi testati in questo
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studio. I plasmidi IncP sono una classe particolarmente versatile che
spesso risulta cointegrata con altri repliconi. A differenza di IncF, IncH e
Incl infatti, in grado di replicare limitatamente all’interno della famiglia
delle Enterobacteriaceae, i plasmidi IncP presentano uno spettro
d’ospite particolarmente ampio (Pseudomonas spp. per esempio). La
presenza del plasmide IncP cointegrato con Incll potrebbe quindi favo-
rire lo scambio dei determinanti genici veicolati dagli integroni in uno
spettro d’ospite piu ampio, sia all'interno della famiglia delle Enterobac-
teriaceae sia in altri batteri gram-negativi (Toukdarian, 2004; Novais et
al., 2006; Carattoli, 2009; Suzuki et al., 2010).

Come rilevato da altri Autori e riscontrato per i ceppi positivi agli inte-
groni, la presenza dei geni ogxAB ¢ stata rilevata in diversi cloni non ne-
cessariamente correlati filogenenticamente tra loro (Zhao et al., 2010;
Yuan et al., 2012). Nonostante la maggior parte dei ceppi ogxAB-positivi
appartenga al CC17 (il piu diffuso nella popolazione batterica considera-
ta), non sono state evidenziate particolari correlazioni tra 'appartenenza
ad un ST o ad un CC e la presenza dei geni ogxAB o di particolari classi
plasmidiche, tali da poterli considerare peculiarita di singoli cloni e non
conseguenza di una diffusione orizzontale di queste strutture tra ceppi

diversi.
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1B. Introduzione e scopo dello studio

L’allevamento avicolo intensivo, soprattutto del pollo e del tacchino, &
uno dei piu importanti settori zootecnici a livello mondiale. La carne a-
vicola € infatti la pit consumata al mondo dopo quella suina. Secondo
la FAO-STAT, la produzione di carne avicola infatti si attesta intorno ai
98 milioni di tonnellate (dati riferiti al 2010) e ha subito un costante
aumento negli ultimi anni grazie soprattutto allo sviluppo del settore in
Paesi emergenti quali la Cina, il Brasile e I'India (FAO-STAT, 2012).
L’Ttalia rappresenta dopo la Francia (1 milione e 790 mila tonnellate), il
Regno Unito (1 milione e 570 mila tonnellate), la Germania (1 milione e
380 mila) e la Polonia (1 milione e 258 mila), uno dei maggiori produtto-
ri in Europa, con 1 milione e 180 mila tonnellate di carne avicola pro-
dotta nel 2010. In particolare, nel nostro Paese sono state prodotte circa
865.000 tonnellate di carne di pollo (pari al 73% della produzione di
carne avicola totale) e 298.000 tonnellate (25%) di carne di tacchino. Nel
nostro Paese infatti, 'allevamento avicolo industriale rappresenta il se-
condo settore zootecnico dopo quello suino (1 milione e 673 mila tonnel-
late di carne prodotte) e di poco superiore a quello bovino (1 milione e
63 mila tonnellate) (FAO-STAT, 2012).

Come gia accennato, nell’allevamento avicolo intensivo 1'uso di antimi-
crobici per la terapia e la prevenzione delle infezioni batteriche ¢ una
pratica particolarmente diffusa. L’'obiettivo € contenere il piu possibile le
perdite economiche legate alle complicanze ad esse associate in termini
di morbilita e mortalita (Lohren et al, 2008; Guardabassi and Kruse,
2008).

La progressiva perdita di efficacia dei trattamenti farmacologici rappre-
senta quindi una minaccia non solo per le gravi perdite economiche in
allevamento, ma soprattutto per la possibile diffusione di batteri antibi-
otico-resistenti e di determinanti genici di resistenza tra batteri dagli a-

nimali all'uomo mediante contatto diretto, come conseguenza di una
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contaminazione ambientale oppure (e soprattutto) attraverso il consumo
di derrate contaminate (WHO, 2011; EFSA and ECDC, 2012).

Come per lo studio A, anche in questo caso il monitoraggio del fenome-
no dell’antibiotico-resistenza in batteri isolati da volatili selvatici € parti-
colarmente interessante in quanto puo fornire indicazioni sulla sua dif-
fusione nell’lambiente indipendentemente dalla pressione selettiva eser-
citata dai farmaci.

Lo studio € stato quindi rivolto alla determinazione dei profili fenotipici e
genotipici di antibiotico-resistenza dei ceppi di E. coli commensali e pa-
togeni isolati sia da volatili d’allevamento che selvatici, con particolare
riguardo alla ricerca e caratterizzazione degli integroni di classe 1 e di
classe 2. Queste strutture genetiche, spesso associate a plasmidi, sono
tra le piu coinvolte nella trasmissione orizzontale di cluster genici di an-
tibiotico-resistenza tra batteri e quindi nella selezione e diffusione di

microorganismi MDR.
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2B. Materiali e Metodi

2B.1 Campioni oggetto d’indagine

L’indagine € stata svolta grazie alla collaborazione con la Sezione di A-
natomia Patologica Veterinaria e Patologia Aviare del Dipartimento di
Medicina Veterinaria e sanita pubblica dell’'Universita degli Studi di Mi-
lano, il laboratorio di Malattie Infettive del Dipartimento di Scienze Bio-
patologiche ed Igiene delle Produzioni Animali e Alimentari
dell’Universita degli Studi di Perugia e con Veterinari che operano nel
settore aviare nel Nord-Italia, i quali hanno forniti i ceppi di E. coli og-
getto di questo studio.

I campioni presi in esame comprendevano:

i) ceppi Avian Pathogenic E. coli (APEC), isolati a partire da visceri (cer-
vello, polmoni, fegato, milza) ed essudati (liquido pericardico e artico-
lare) di tacchini da carne con sintomatologia riconducibile a colisetti-
cemia;

ii) ceppi APEC, isolati da visceri (cuore, sacco vitellino e polmoni) di
broiler (Gallus gallus) di eta compresa tra i 2 e i 30 giorni con sinto-
matologia riconducibile a colisetticemia;

iii) ceppi Avian Fecal E. coli (AFEC), isolati da tamponi cloacali di tac-
chini da carne apparentemente sani di uno degli allevamenti da cui
sono stati isolati i ceppi APEC;

iv) ceppi AFEC isolati da volatili selvatici (Accipiter nisus, Anas pla-
tyrhynchos, Athene noctua, Apus apus, Buteo buteo, Corvus corone
cornix, Corvus monedula, Falco subbuteo, Falco tinnunculus, Fringilla
coelebs, Gallinago gallinago, Larus michahellis, Picus viridis, Strepto-
pelia turtur, Strix aluco, Sylvia atricapilla, Turdus merula e Turdus
philomelos) reperiti grazie alla collaborazione con Veterinari liberi
professionisti operanti nel settore, con associazioni venatorie e centri
di recupero dell’avifauna selvatica del Nord-Italia (province di Milano,

Bergamo e Padova).
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L’indagine € stata condotta su un totale di 386 ceppi di E. coli, di cui
110 isolati da broiler, 188 da tacchini da carne (158 APEC e 30 AFEC) e
88 da volatili selvatici. La patogenicita dei ceppi APEC era stata verifi-
cata mediante ricerca di geni di virulenza (Giovanardi, unpublished da-
ta).

I ceppi batterici sono stati inviati al Laboratorio di Microbiologia e Ma-
lattie Infettive del Dipartimento di Biomedicina Comparata e Alimenta-
zione dell’'Universita degli Studi di Padova, dove sono state eseguite le
successive analisi volte alla determinazione dei profili fenotipici di anti-
biotico-resistenza e la ricerca e caratterizzazione degli integroni di classe

1e?2.
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2B.2 Determinazione dei profili fenotipici di antibiotico-

resistenza

2B.2.1 Valutazione della sensibilita agli antimicrobici

I ceppi batterici sono stati rivitalizzati mediante semina su piastra di
Nutrient Agar ed incubazione a 37°C per 20-24 ore. La valutazione della
loro sensibilita alle molecole antimicrobiche ¢ stata eseguita utilizzando
il metodo di diffusione su piastra di Kirby-Bauer (1966), secondo la pro-
cedura raccomandata dal Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI).
Sono state testate 20 molecole antimicrobiche appartenenti a 7 classi
diverse:
vi) Aminoglicosidi
- Apramicina (APR) 15 ug (Elanco Lilly Animal Health)
- Kanamicina (K) 30 ug
- Gentamicina (CN) 10 ug
- Streptomicina (STR) 10 ug
vii) Chinoloni
- Acido Nalidixico (NA) 30 ug
- Ciprofloxacina (CIP) 5 ug
- Enrofloxacina (ENR) 5 ug (Bayer)
- Norfloxacina (NOR) 30 ug
viii) Tetracicline
- Doxiciclina (DO) 30 ug
- Tetraciclina (TET) 30 ug
ix) Sulfamidici potenziati (Diaminopirimidine)
- Trisulfamidico (S3) 300 ug
- Sulfametossazolo + Trimethoprim (SXT) 25 ug
x) Fenicoli
- Cloramfenicolo (CAF) 30 ug
- Florfenicolo (FFC) 30 ug
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xi) Penicilline

- Ampicillina (AM) 10 ug

- Amoxiciclina + Acido clavulanico (AMC) 30 ug
xii) Cefalosporine

- Cefalotina (CF) 30 ug

- Ceftiofur (CFT) 30 nug

- Cefotaxime (CTX) 30 ug

- Ceftazidime (CAZ) ug.

L’inoculo di ciascun ceppo e l'allestimento degli antibiogrammi sono sta-
ti eseguiti come descritto nel paragrado 2A.2.1 dello Studio A. I risultati
sono stati interpretati secondo i criteri stabiliti per le Enterobacteriaceae
dal CLSI (CLSI, 2002; CLSI, 2006; CLSI, 2007) e dalla Société Francaise
de Microbiologie (SFM, 2011), ad eccezione delle molecole APR ed ENO la
cui valutazione € stata eseguita secondo i breakpoint forniti dalla Ditta
produttrice.

La qualita € stata verificata utilizzando E. coli ATCC 25922 come con-

trollo.

2B.3 Ricerca e caratterizzazione degli integroni di clas-

se 1 e di classe 2

La ricerca e la caratterizzazione degli integroni di classe 1 e di classe 2
sono state eseguite come descritto nello Studio A nel capitoli 2.A.2 e

2A.3 e relativi paragrafi.
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3B. Risultati

3B.1 Valutazione della sensibilita alle molecole

antimicrobiche

3B.1.1 Profili di antibiotico-resistenza

Tutti i 386 ceppi di E. coli oggetto di questa indagine sono stati sottopo-
sti alla valutazione della sensibilita a 20 molecole appartenenti a 7 clas-
si di antimicrobici diverse.

Considerando i 298 ceppi isolati dai volatili domestici (polli e tacchini) le
resistenze piu elevate sono state riscontrate nei confronti delle tetraci-
cline, sulfamidici, chinoloni di prima generazione e ad alcuni -lattamici
ed aminoglicosidi. Per quanto riguarda le tetracicline, il 92% dei ceppi €
risultato resistente alla tetraciclina e 1'82,9% alla doxiciclina. Livelli di
resistenza simili sono stati riscontrati anche nei confronti
dell’ampicillina (88,9%), del trisulfamidico (79,9%) e dell’acido nalidixico
(75,8%). Anche se piu contenute, sono state evidenziate percentuali di
resistenza importanti anche nei confronti della streptomicina (71,5%),
della cefalotina (52,3%), del cloramfenicolo (37,9%) e dell’enrofloxacina
(29,8%). Inoltre, una percentuale elevata di ceppi (35,6%) € risultata in-
termedia a quest’ultima molecola (Tabella B.1).

Le sensibilita piu elevate sono state invece riscontrate soprattutto nei
confronti del florfenicolo (90,9%), della maggior parte degli aminoglico-
sidi (ad eccezione della streptomicina) dove percentuali di ceppi compre-
se tra il 46% e il 95,6% hanno mostrato sensibilita alla kanamicina, alla
gentamicina e all’apramicina, alle cefalosporine ceftazidime (92,3%), ce-
fotaxime (78,2%) e ceftiofur (62,1%) e alla combinazione
dell’amoxicillina con l’acido clavulanico (56,4%). Per quanto riguarda i
chinoloni, invece, i livelli piu elevati di sensibilita sono stati evidenziati
nei confronti delle molecole di seconda generazione norfloxacina (70,5%)

e ciprofloxacina (61,7%) (Tabella B.1).
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Prendendo in considerazione i ceppi separatamente in base alla specie
animale da cui sono stati isolati (broiler vs tacchini) e alla loro patogeni-
cita, le principali differenze tra i ceppi APEC riguardano le penicilline
per le quali sono stati riscontrati livelli di resistenza piu elevati nei ceppi
isolati da tacchini rispetto ai broiler, mentre nei confronti del cloramfe-
nicolo e dei chinoloni sono stati riscontrati livelli di resistenza pressoché
raddoppiati nei ceppi APEC isolati da broiler rispetto ai tacchini, ad ec-
cezione dell’acido nalidixico per il quale sono stati rilevati livelli di resi-
stenza del tutto simili (~79%). Tuttavia, le differenze riscontrate per
quanto riguarda l’enrofloxacina e la ciprofloxacina, si riducono notevol-
mente confrontando le percentuali di sensibilita a queste molecole. Di-
versi APEC isolati dai tacchini hanno infatti mostrato una sensibilita in-
termedia nei confronti di questi principi attivi (Tabella B.2).
Confrontando invece i ceppi di E. coli patogeni con i commensali (APEC
vs AFEC) isolati dalla stessa specie animale (tacchino), livelli di resi-
stenza sostanzialmente simili sono stati riscontrati nei confronti degli
aminoglicosidi dove a prevalere ¢ la sensibilita, fatta eccezione per la
streptomicina e la kanamicina per le quali i ceppi AFEC sono sensibil-
mente piu resistenti rispetto agli APEC. Un quadro del tutto simile si ri-
scontra nei confronti del cloramfenicolo, delle penicilline e delle tetraci-
cline: la quasi totalita degli AFEC infatti risulta resistente
all’lampicillina, all’amoxicillina potenziata, alla tetraciclina e alla doxici-
clina ed in percentuali piu elevate rispetto ai ceppi APEC. Per quanto ri-
guarda i chinoloni invece, i ceppi commensali sono risultati piu sensibili
rispetto ai patogeni, pur evidenziando livelli di resistenza non trascura-
bili, soprattutto nei confronti dell’acido nalidixico (46,7%) (Tabella B.2).
Per quanto riguarda gli 88 ceppi di E. coli isolati dai volatili selvatici, piu
del 50% dei ceppi ha mostrato sensibilita alla maggior parte delle mole-
cole antimicrobiche testate. In particolare, la quasi totalita dei campioni
e risultato sensibile agli aminoglicosidi apramicina (98,9%), gentamicina

(96,6%) e kanamicina (78,4%). Lo stesso per i B-lattamici, soprattutto
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nei confronti del ceftiofur (96,6%), ceftazidime (94,3%), cefotaxime
(85,2%) e dell’associazione amoxicillina piu acido clavulanico (94,3%).
Livelli di resistenza particolarmente limitati (inferiori al 12%) sono stati
riscontrati anche nei confronti dei chinoloni e fluorochinoloni di prima e
seconda generazione e dei fenicoli, mentre le resistenze piu elevate sono
state rilevate nei confronti del trisulfamidico (55,7%), delle tetracicline
(30-35%) e dell’ampicillina (30,7%). Non trascurabili anche le resistenze
alla streptomicina (22,7%) e alla cefalotina (21,6%), per le quali il 30%

dei ceppi € risultato intermedio (Tabella B.1).
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Tabella B.1 Percentuali di ceppi di E.coli risultati sensibili (S), intermedi (I) e resistenti (R) alle molecole antimicrobiche testate, isolati da
volatili domestici (broiler e tacchini) e selvatici.

Molecole antimicrobiche Volatili domestici Volatili selvatici
S I R S I R
Aminoglicosidi APR 95,6% 0,7% 3,7% 98,9% 0% 1,1%

CN 77,9% 4,0% 18,1% | 96,6% 1,1% 2,3%

STR 12,5% 16,0% 71,5% | 45,5% 31,8% 22,7%

K 46,0% 36,2% 17,8% | 78,4% 19,3% 2,3%

Cefalosporine CF 18,2% 29,5% 52,3% | 51,1% 27,3% 21,6%
CTX 78,2% 12,1%  9,7% 85,2% 13,7% 1,1%

CFT 62,1% 22,5% 15,4% | 96,6% 2,3% 1,1%

CAZ 92,3% 3,7% 4.0% 94.3% 2,3% 3,4%

Penicilline AM 9,4% 1,7%  88,9% | 60,2% 9,1% 30,7%
AMC 56,4% 15,1% 28,5% | 94,3% 3,4% 2,3%
Chinoloni NA 22,5% 1,7%  75,8% | 85,2% 3,4% 11,4%

ENR 34,6% 35,6% 29,8% | 83,0% 9,0% 8,0%
CIP 61,7% 15,8% 22,5% | 87,5% 5,7% 6,8%
NOR 70,5%  6,0% 23,5% | 91,0% 4,5% 4,5%

Sulfamidici SXT 32,0% 0,7% 67,3% | 89,8% 0% 10,2%
S3 17,0% 3,0% 79,9% | 36,4% 8,0% 55,7%

Tetracicline TET 7,0% 1,0 92,0% | 45,5% 19,3%  35,2%
DO 7, 7% 9,4% 82,9% | 58,0 11,3% 30,7%

Fenicoli CAF 58,1% 4,0% 37,9% | 83,0% 8,0% 9,0%

FFC 90,9% 7,4% 1,7% 94.,3% 5,7% 0%
Legenda: APR=apramicina; CN=gentamicina; STR=streptomicina; K=kanamicina; CF=cefalotina; CTX=cefotaxime; CFT=ceftiofur; CAZ=ceftazidime;
AM=ampicillina; AMC=amoxicillina + acido clavulanico; NA=acido nalidixico; ENR=enrofloxacina; CIP=ciprofloxacina; NOR=norfloxacina;
SXT=sulfametossazolo + trimethoprim; S3=trisulfamidico; TET=tetraciclina; OT=ossitetraciciclina; CAF=cloramfenicolo; FFC=florfenicolo.
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Tabella B.2 Percentuali di ceppi di E.coli AFEC e APEC risultati sensibili (S), intermedi (I) e resistenti (R) alle molecole antimicrobiche te-
state, isolati da tacchini e broiler.

Molecole antimicrobiche Tacchini (ceppi AFEC) Tacchini (ceppi APEC) Broiler (ceppi APEC)
S I R S I R S I R
Aminoglicosidi APR 93,3% 0% 6,7% 96,2% 1,3% 2,5% 95,5% 0% 4,5%

CN 80,0% 3,3% 16,7% 80,4% 1,3% 18,3% | 73,6% 8,2% 18,2%
STR 3,3% 10,0% 86,7% 12,7% 12,0% 75,3% 14,5% 22,7%  62,7%
K 30,0% 0,3% 43,4% 50,6% 38,0% 11,4% | 43,6% 20% 20%

Cefalosporine CF 30,0%  26,7% 43,3% 15,2% 34,4% 49,4% 19,1% 21,8% 59,1%
CTX 73,3% 6,7% 20,0% 87,3% 7,4% 5,1% 66,4% 20% 13,6%
CFT 66,7% 3,3% 30,0% 65,2% 24,1% 10,8% 56,4%  25,5% 18,2%
CAZ 96,7% 0,0% 3,3% 94,9% 1,9% 3,2% 87,3% 7,3% 5,5%

Penicilline AM 0,0% 0,0% 100% 5,1% 1,3% 93,7% 18,2% 2,7% 79,1%
AMC 6,7% 3,3% 90,0% 53,8% 16,5% 29,7% | 73,6% 16,4% 10%
Chinoloni NA 50,0% 3,3% 46,7% 19,0% 1,3% 79,7% 20% 1,8% 78,2%

ENR 76,7% 16,7% 6,7% 33,5% 48,7% 17,8% | 24,5% 21,8% 53,6%
CIP 93,3% 3,3% 3,3% 62,7% 22,8% 14,5% 51,8% 9,1% 39,1%
NOR 86,7% 3,3% 10,0% 79,1% 5,1% 15,8% 53,6% 8,2% 38,2%

Sulfamidici SXT 36,4% 0% 63,6% 31,6% 3,2% 67,2% | 36,4% 0% 63,6%
S3 2,7% 0,9% 76,4% 14,6% 5,1% 80,4% 2,7% 0,9% 76,4%

Tetracicline TET 0,0% 0,0% 100,0% 4,4% 1,9% 93,7% 12,7% 0% 87,3%
DO 0,0% 3,3% 96,7% 5,1% 11,4% 83,5% 14,5% 10% 75,5%

Fenicoli CAF 53,3% 6,7% 40,0% 68,4% 2,5% 29,1% | 44,5% 4,5% 50,9%

FFC 83,3% 16,7% 0,0% 91,1% 5,7% 3,2% 92,7% 7,3% 0%

Legenda: APR=apramicina; CN=gentamicina; STR=streptomicina; K=kanamicina; CF=cefalotina; CTX=cefotaxime; CFT=ceftiofur; CAZ= ceftazidime;
AM=ampicillina; AMC=amoxicillina + acido clavulanico; NA=acido nalidixico; ENR=enrofloxacina; CIP=ciprofloxacina; NOR=norfloxacina;
SXT=sulfametossazolo + trimethoprim; S3=trisulfamidico; TET=tetraciclina; OT=ossitetraciciclina; CAF=cloramfenicolo; FFC=florfenicolo.
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3B. 1.2 Profili di multifarmaco-resistenza

La maggior parte dei ceppi di E.coli isolati dai volatili domestici, indi-
pendentemente dalla specie animale (broiler e tacchini), € risultata mul-
tifarmaco-resistente. Infatti, dei 298 ceppi testati, 274 (91,9%) ha mo-
strato resistenza a 3 o piu classi di antimicrobici. In particolare,
180/188 (95,7%) isolati da tacchini (di cui 150 ceppi APEC e 30 AFEC)
e 94/110 (85,4%) ceppi isolati da broiler hanno mostrato resistenza a 3
fino a 7 classi di molecole diverse.

Profili di multifarmaco-resistenza sono stati riscontrati anche in una
percentuale elevata di ceppi di E. coli isolati da volatili selvatici. Su 88
campioni testati infatti, 32 (32/88; 36,4%) sono risultati resistenti a 3

fino a 6 classi di antimicrobici (Tabella B.3).

Tabella B.3 Profili di multifarmaco-resistenza (MDR) piu diffusi nei ceppi di E. coli iso-
lati da tacchini, broiler e volatili selvatici.

S;tecle Nun'fer? di c.lass1 Profilo di MDR Numero di cc-eppl di
Animale antimicrobiche E. coli
7 AmFenPenCefChSulTe 5 AFEC
Tacchini AmPenCefChSulTe 4 AFEC
AmPenSulTe 9 AFEC
7 AmFenPenCefChSulTe 25 APEC
24 APEC
6 AmPenCefChSulTe
10 APEC
6 AmFenPenChSulTe
.. 29 APEC
Tacchini 5 AmPenChSulTe 10 APEC
5 AmCefChSulTe
7 AmFenPenCefChSulTe 35 APEC
8 APEC
6 AmPenCefChSulTe
7 APEC
Broiler 6 AmFenPenChSulTe 6 APEC
5 AmCefChSulTe
6 AmFenPenChSulTe 3 AFEC
5 AmPenCefSulTe 6 AFEC
Volatili selvatici 5 PenCefChSulTe 3 AFEC
4 AmPenSulTe 3 AFEC
3 CefSulTe 4 AFEC

Legenda: Am=aminoglicosidi; Fen=fenicoli; Pen=penicilline; Cef=cefalosporine; Ch=chinoloni;
Sul=sulfamidici; Te=tetracicline.
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Il pattern di resistenza riscontrato piu frequentemente nei ceppi isolati
dai volatili domestici € stata la combinazione delle classi AmFenPenCe-
fChSulTe in 65/274 ceppi multifarmaco-resistenti (23,7%) mentre, negli
uccelli selvatici, AmPenCefSulTe in 6/32 ceppi (18,7%).

Considerando separatamente gli E. coli a seconda della specie animale
da cui sono stati isolati, i profili di resistenza pit comuni nei ceppi A-
FEC isolati da tacchini sono stati AmPenSulTe (9/30; 30%), seguito da
AmFenPenCefChSulTe (5/30; 16,7%) e AmPenCefChSulTe (4/30;
13,3%) mentre, per quanto riguarda i ceppi APEC isolati sempre dalla
stessa specie animale, la combinazione piu frequente & stata AmPen-
ChSulTe in 29/180 ceppi multifarmaco-resistenti (16,1%), seguita da
AmFenPenCefChSulTe e AmPenCefChSulTe in 25/180 (13,9%) e
24/180 (13,3%) ceppi e AmFenPenChSulTe e AmCefChSulTe ciascuna
in 10/180 (5,5%) ceppi.

Il profilo fenotipico di multifarmaco-resistenza piu frequente nei cam-
pioni isolati da polli prevedeva la resistenza a tutte e 7 le classi di anti-
microbici testati. Infatti, 35/94 (37,2%) ceppi hanno mostrato la combi-
nazione AmFenPenCefChSulTe, seguita da AmPenCefChSulTe (8/94;
8,5%), AmFenPenChSulTe (7/94; 7,4%) e AmCefChSulTe (6/94; 6,4%).
Infine, il pattern di resistenza piu comune riscontrato nei 32 E. coli iso-
lati da volatili selvatici, € stato AmPenCefSulTe in 6 ceppi (18,7%), isola-
ti da un gheppio, una cornacchia, una civetta, un allocco, una taccola e
una tortora. Le altre combinazioni piu frequenti sono state CefSulTe
(4/32; 12,5% isolati da cornacchie e da un tordo), e PenCefChSulTe,
AmPenSulTe e AmFenPenChSulTe 3 ceppi ciascuna (9,4%).
Quest’ultimo profilo & stato riscontrato in campioni di E. coli isolati da

un merlo, da una cornacchia e da una civetta.
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3B.2 Presenza e caratterizzazione degli integroni

di classe 1 e di classe 2

3B.2.1 E. coli isolati da volatili domestici

La ricerca e la successiva caratterizzazione molecolare degli integroni di
classe 1 e di classe 2 ¢ stata eseguita su 298 ceppi di E. coli isolati da
polli e da tacchini da carne provenienti da allevamenti avicoli del Cen-
tro-Nord-Italia. 11 37,2% dei campioni (111/398 ceppi) € risultato positi-
vo alla prima mentre il 7,4% (22/398 ceppi) alla seconda classe e, di
questi, 9 ad entrambe le classi. Le dimensioni delle regioni variabili era-
no comprese tra poche centinaia di basi (500-600 pb) e 2000 pb e le
cassette geniche riscontrate piu di frequente sono state aadA, sat, dfrA
e loro varianti, singole o in combinazione tra loro, codificanti rispettiva-
mente per gli enzimi dihydrofolate-reductase, aminoglycoside 3’ aden-
yltransferase e streptothricin acetyltransferase responsabili della resi-
stenza ad alcuni aminoglicosidi (streptomicina, spectinomicina e strep-
totricina) e al trimethoprim. Oltre a questi geni, sono state riscontrate,
seppur in un numero limitato di ceppi, anche le cassette orfF ed estX
codificanti per delle ipotetiche proteine la cui funzione tuttavia non é
ancora conosciuta. E’ inoltre importante ricordare che gli integroni di
classe 1 in quanto tali, presentano nella propria regione conservata
CS5’ il gene sull, codificante per 'enzima dihydropteroate-synthase, che

conferisce resistenza ai sulfamidici.

3B.2.1.1 E. coli AFEC e APEC isolati da tacchini

Dei 188 E. coli isolati da tacchini da carne, 67 sono risultati positivi agli
integroni di classe 1 (35,6%) e 16 agli integroni di classe 2 (8,5%) e, di
questi, S portatori di entrambe le classi.

Per quanto riguarda i ceppi AFEC, 19/30 ceppi (63,3%) € risultato posi-

tivo agli integroni di classe 1 e 2 positivi agli integroni di classe 2 (6,7%).
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Di questi, un ceppo € risultato portatore di entrambe le classi (Tabella
B.3) .

Per quanto riguarda la caratterizzazione della regione variabile degli in-
tegroni di classe 1, l'amplificazione ed il successivo sequenziamento
hanno evidenziato la presenza di frammenti di dimensioni comprese tra
600 pb e 2000 pb. Le cassette geniche riscontrate piu di frequente sono
state la combinazione dei geni dfrAl-aadAl, riscontrata in 11/19 ceppi
(57,9%), responsabili della resistenza alla streptomicina e la spectino-
micina e al trimethoprim. Oltre a questa combinazione, € stata rilevata
anche la variante dfrA12-aadA2 in 6/19 ceppi (31,6%), 5 dei quali pre-
sentavano, inserita tra le due cassette, il gene orfF codificante per
un’ipotetica proteina la cui funzione € tuttavia ancora sconosciuta. Due
ceppi presentavano invece cassette geniche singole, rispettivamente
dfrA7 e una porzione del gene sat, responsabile della resistenza alla
spectinomicina. Per quanto riguarda invece i due ceppi positivi agli in-
tegroni di classe 2, entrambi presentavano nella propria regione variabi-
le la combinazione dei geni sat2-aadAl di circa 1500 pb.

Tutti gli isolati veicolanti le succitate strutture geniche hanno mostrato
un profilo fenotipico di multifarmaco-resistenza e i pattern riscontrati
piu frequentemente sono stati AmFenPenCefChSulTe e AmPenSulTe
(5/19 ceppi ciascuno; 26,3%) (Tabella B.3). Considerando invece le sin-
gole molecole, tutti i ceppi positivi agli integroni sono risultati resistenti
alla tetraciclina, ossitetraciclina, trisulfamidico, alla combinazione del
sulfametossazolo con il trimethoprim e all’ampicillina e intermedi o resi-
stenti alla streptomicina.

Per quanto riguarda invece i ceppi APEC, 48/158 ceppi (30,4%) € risul-
tato positivo agli integroni di classe 1 e 14 positivi agli integroni di clas-
se 2 (8,9%); di questi, 3 ceppi sono risultati positivi ad entrambi (Tabel-
la B.4).

La caratterizzazione degli integroni di classe 1 ha permesso di eviden-

ziare la presenza di regioni variabili di dimensioni comprese tra 1000 pb
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e 1500 pb e la combinazione genica piu frequente € stata dfrAl-aadAl,
riscontrata in 25/48 ceppi (52%), responsabile della resistenza alla
streptomicina, spectinomicina e al trimethoprim. Oltre a questa combi-
nazione, in 2 ceppi (2/48; 4,2%) sono state rilevate rispettivamente le
varianti aadA2-dfrAl12 e in 1 ceppo estX-aadA, dove il gene estX codifica
per un’ipotetica esterasi o idrolasi la cui funzione non € ancora nota. I
restanti 20 ceppi (41,7%) presentavano invece una cassetta genica sin-
gola, aadA, di cui 19 nella variante aadAl e 1 aadA13. Per quanto ri-
guarda invece i 14 ceppi positivi agli integroni di classe 2, 8 (57,1%)
presentavano nella propria regione variabile la combinazione dei geni
dfrAl-sat2-aadA1l di circa 2000 pb, 5 (35,7%) i geni dfrAl-aadAl e 1
ceppo sat2-aadAl di circa 1500 pb. Tutti gli isolati veicolanti le succita-
te strutture geniche hanno mostrato un profilo fenotipico di multifar-
maco-resistenza e i pattern riscontrati nella maggior parte dei ceppi so-
no stati AmPenCefChSulTe in 23/59 ceppi (39%) e AmPenChSulTe in
22/59 (37,3%). Prendendo invece in considerazione le singole molecole
antimicrobiche, tutti i ceppi sono risultati resistenti alla tetraciclina
(100%), 58/59 (98,3%) all’ampicillina, 56/59 (94,9%) al trisulfamidico, e
53/359 (89,8%) alla combinazione del sulfametossazolo con il trimetho-
prim e all’acido nalidixico mentre 57/59 (96,6%) resistenti o intermedi

alla doxiciclina e alla streptomicina.
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Tabella B.3 (continua) Profili di multifarmaco-resistenza (MDR) dei ceppi di E. coli AFEC isolati tacchini (TA) positivi agli integroni e rela-
tivi geni-cassetta.

Specic animale DAFEC  ASodl proMoMDR  inti indz_ Comencierte ool Gerboaseetfa veeolal Dipensene
TA 18042-1 2011 AmFenPenChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 18042-2 2011 AmFenPenCefSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 18042-3 2011 AmFenPenCefSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 18042-4 2011 AmFenPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 17401-3 2011 FePenCefSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 17401-4 2011 AmPenSulTe + - dfrAl- aadAl - 1500
TA 17401-5 2011 AmPenChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 16756-1 2011 AmFenPenSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 16756-2 2011 AmPenSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 16756-5 2011 AmPenCefChSulTe + - dfrAl12-orfF - 1500
TA 15446-2 2011 AmPenCefChSulTe + - dfrAl12-aadA2 - 1500
TA 15446-4 2011 AmFenPenCefChSulTe + - dfrAl2-orfF-aadA2 - 2000
TA 15446-5 2011 AmFenPenCefChSulTe + + sat sat2-aadAl 600; 1500
TA 16185-1 2011 AmPenSulTe + - dfrAl2-orfF-aadA2 - 2000
TA 16185-2 2011 AmPenSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 16185-3 2011 AmPenSulTe + - dfrAl2-orfF-aadA2 - 2000
TA 16185-4 2011 AmPenCefSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 16185-5 2011 AmFenPenCefChSulTe + - dfrAl2-orfF-aadA2 - 2000
TA 14966-1 2011 AmFenPenChSulTe - + - sat2-aadAl 1500
TA 14966-2 2011 AmFenPenCefChSulTe + - dfrA7 - 800

Legenda: Am=aminoglicosidi; Fen=fenicoli; Pen=penicilline; Cef=cefalosporine;
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Tabella B.4 (continua) Profili di multifarmaco-resistenza (MDR) dei ceppi di E. coli APEC isolati tacchini (TA) positivi agli integroni e rela-

tivi geni-cassetta.

Specie animale ID APEC Anno di Profilo MDR intll intI2 Geni-cassetta veicolati Geni-cassetta veicolati Dimensione
isolamento dagli integroni 1 dagli integroni 2 VR (pb)
TA 27619-2 2009 AmPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 28234-1p 2009 AmPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 28234-1m 2009 AmPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 410-1 2010 AmPenChSulTe + - estX-aadAl - 1800
TA 1038-1 2010 AmPenChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 2216-1 2010 AmPenSulTe + + aadAl sat2-aadAl 1000; 1500
TA 12685-1 2010 AmPenChSulTe - + - dfrAl-sat2-aadAl 2000
TA 12685-2 2010 AmPenChSulTe - + - dfrAl-sat2-aadAl 2000
TA 13282-1 2010 AmPenChSulTe - + - dfrAl-sat2-aadAl 2000
TA 14486-1 c 2010 AmPenChSulTe - + - dfrAl-sat2-aadAl 2000
TA 14486-2 c 2010 AmPenCefChSulTe - + - dfrAl-sat2-aadAl 2000
TA 15189-1 2010 AmPenChSulTe - + - dfrAl-sat2-aadAl 2000
TA 15189-2 2010 AmPenChSulTe - + - dfrAl-sat2-aadAl 2000
TA 15189-3 2010 AmPenChSulTe - + - dfrAl-sat2-aadAl 2000
TA 472-10 2009 FenPenChCefChsTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 105-08 2008 PenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 11828-09 2009 AmPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 2861 2010 AmPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 2999 2010 AmPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 3349 2010 FenCefChSulTe + - aadAl - 1000
TA 3642 2010 AmPenSulTe + - aadAl - 1000
TA 3733 2010 AmPenCefChSulTe + - aadA2-dfrAl12 - 1500
TA 3765 2010 AmPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 4335 2010 AmPenChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 4476 2010 AmPenChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
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Specie animale ID APEC Anno di Profilo MDR intlIl intl2 Geni-cassetta veicolati Geni-cassetta veicolati Dimensione
isolamento dagli integroni 1 dagli integroni 2 VR (pb)
TA T12824 2010 AmPenSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA T10445 2010 AmPenCef + - dfrAl-aadAl - 1500
TA T12796 2010 AmPenChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA T11371 2010 AmPenCefChSulTe + - aadAl - 1000
TA T15324 2010 AmPenChSulTe + - aadAl - 1000
TA T15401 2010 AmCefSulTe + - aadAl - 1000
TA T15177/1 2010 AmPenChSulTe + + aadAl dfrAl-aadAl 1000; 1500
TA T15177/2 2010 AmPenChSulTe + - aadAl - 1000
TA T15290 2010 AmPenSulTe + - aadAl - 1000
TA T15202 2010 PenCefChSulTe + - aadAl - 1000
TA 21619 2010 AmPenCefChSulTe + - aadAl - 1000
TA 21808 2011 AmPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 20738 2010 AmPenCefChSulTe + - aadAl - 1000
TA 22190 2010 AmPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA 21821 2010 AmPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA T3217 2012 AmPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA T4583 2012 AmPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA T3964 2012 AmPenChSulTe - + - dfrAl-aadAl 1500
TA T2460 2012 AmPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA T5139 2012 AmPenChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA T4676 2012 AmPenChSulTe - + - dfrAl-aadAl 1500
TA T4038 2012 AmPenChSulTe + - aadAl - 1000
TA T5168 2012 PenSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA T5012 2012 AmPenChSulTe + + aadAl dfrAl-aadAl 1000; 1500
TA T3375 2012 AmPenSulTe + - aadAl - 1000
TA T4561 2012 AmPenCefChTe + - aadAl3 - 1000
TA T5262 2012 PenChSulTe + - aadAl - 1000
TA T4825 2012 AmPenCefChSulTe + - aadAl - 1000
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Specie animale ID APEC Anno di Profilo MDR intlIl intI2 Geni-cassetta veicolati Geni-cassetta veicolati Dimensione
isolamento dagli integroni 1 dagli integroni 2 VR (pb)
TA T3376 2012 AmPenCefChSulTe + - aadAl - 1000
TA T5267 2012 AmPenCefChSulTe + - aadAl - 1000
TA T4906 2012 AmPenCefChSulTe + - aadA2-dfrA12 - 1500
TA T3093 2012 AmPenCefChSulTe - + - dfrAl-aadAl 1500
TA T5584 2012 AmPenChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
TA E338 2012 AmPenChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500

Legenda: Am=aminoglicosidi; Fen=fenicoli; Pen=penicilline; Cef=cefalosporine; Ch=chinoloni; Sul=sulfamidici; Te=tetracicline; ID=numero identificativo.
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3B.2.1.2 E. coli APEC isolati da broiler

Su 110 ceppi analizzati, 44 (40%) sono risultati positivi agli integroni di
classe 1 e 6 (5,4%) agli integroni di classe 2. Di questi, 4 sono risultati
portatori di entrambe le classi (Tabella B.5).

Le regioni variabili presenti negli integroni di classe 1 avevano dimen-
sioni comprese tra 600 pb e 1.500 pb e le combinazioni di cassette geni-
che piu frequenti sono state dfrAl-aadAl (19/44 ceppi; 43,2%) e il sin-
golo gene aadAl (14/44; 31,8%). Il gene sat o sue porzioni € stato ri-
scontrato in 4/44 ceppi (9,1%) e, ciascuna in un solo ceppo, le combi-
nazioni dfrAl7-aadAS, dfrAl12-orfF-aadA2, aadAS5, aadA2, dfrA7 , estX-
aadAl e sat2-aadAl.

Le regioni variabili presenti negli integroni di classe 2 avevano dimen-
sioni comprese tra 1.500 e 2.000 pb e la combinazione delle cassette
geniche dfrAl e aadAl (5/6 ceppi; 83,3%) e drfAl-sat2-aadAl in 1 cep-
po.

Tutti gli isolati positivi a queste strutture geniche hanno mostrato un
pattern di multifarmaco-resistenza e 20 dei 46 ceppi (43,5%) ha mostra-
to resistenza a tutte e 7 le classi di antimicrobici testati (AmFenPenCe-
fChSulTe) (Tabella B.5).

Considerando invece le singole molecole antimicrobiche, le resistenze
maggiori sono state riscontrate nei confronti del trisulfamidico (44/46;
95,6%) della tetraciclina (42/46; 91,3%) e dell’associazione sulfametos-
sazolo-trimethoprim e dell’acido nalidixico (41/46; 89,1%). Inoltre, la
maggior parte dei ceppi € risultata intermedia o resistente alla strepto-
micina e ampicillina (44/46 ceppi; 95,6%) e alla cefalotina (42/46;
91,3%).
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Tabella B.5 (continua) Profili di multifarmaco-resistenza (MDR) dei ceppi di E. coli APEC isolati da broiler (B) positivi agli integroni e
relativi geni-cassetta.

Specie animale ID APEC is‘:;‘::efto Profilo MDR intI1 intI2 Ge‘:li;‘;‘i‘isfz::;r‘;‘:f‘fati Ge‘:li:;‘i‘isfz::;r‘::fglati Di“‘,‘;‘::ib")ne
B 4152 2011 AmFenPenCefChSulTe + + aadAl dfrAl-aadAl 1000; 1500
B 4151 2011 AmFenPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
B 4067 2011 AmFenPenCefChSul + - dfrAl-aadAl - 1500
B 4052 2011 AmFenPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
B 3995 2011 AmFenPenCefChSulTe + + sat aadAl-dfrAl 600; 1500
B 3861 2011 AmFenPenChSulTe + - aadAl - 1000
B 4427 2011 AmPenSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
B 3572 2010 AmFenPenCefChSulTe + - aadAS5-dfrA17 - 1500
B 3394 2010 AmFenPenChSulTe + - aadAl - 1000
B 5141 2010 AmFenPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
B 5318 2010 - + - aadAl - 1000
B 5552 2010 AmPenChSulTe + - aadAl - 1000
B 28710 2011 PenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
B 28782 2011 AmFenPenCefChSulTe - + - aadAl-dfrAl 1500
B 31392 2007 AmPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
B 4390 2008 AmCefChSulTe + - aadAl - 1000
B P4359 2012 PenCefSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
B T4883 2012 PenChSulTe + + dfrAl-aadAl dfrAl-aadAl 1500;1500
B P5626 2012 FenPenCefSulTe + - sat - 800
B P4615 2012 AmFenPenCefChSulTe + - aadAl - 1000
B P5635 2012 PenCefTe + - aadAl - 1000
B P5083 2012 AmFenPenChSulTe + - aadAl - 1000
B P5094 2012 AmPenChSulTe - + - dfrAl-aadAl 1500
B P3042 2012 AmPenCefChTe + - estX-aadAl - 1800
B P5068 2012 AmFenPenChSulTe + - aadAl - 1000
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Specie animale ID APEC isﬁ;:\l::eiito Profilo MDR intlI1 intI2 Ge‘:ii;;‘i‘isfz::;;‘:f‘;lati Ge‘:ii;;‘i‘isfz::;;‘:fglati Di“‘,‘;‘:;ib")ne
B P2948 2012 CefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
B 5 2010 AmFenPenCefSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
B 9 2010 AmFenPenCefChSulTe + - sat2-aadAl - 1500
B 12 2010 AmFenPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
B 13 2010 AmPenCefChSulTe + - aadAl - 1000
B 14 2010 AmFenPenCefChSulTe + - dfrA12-orfF-aadA2 - 2000
B 17 2010 AmFenPenCefChSulTe + + afr7 dfrAl-sat2-aadAl 1000; 2000
B 19 2010 AmFenPenCefChSulTe + - aadAl - 1000
B 20 2011 AmFenPenCefChSulTe + - sat - 500
B 21 2011 FenPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
B 22 2011 AmPenCefChSulTe + - sat - 500
B 23 2011 AmFenPenCefChSulTe + + aadAl - 1000
B 24 2011 AmFenPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
B 25 2011 AmFenPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
B 28 2011 AmFenPenCefChSulTe + - aadAS5 - 1000
B 30 2011 FenCefChTe + - aadAl - 1000
B 37 2012 PenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
B 42 2012 AmFenPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
B 43 2012 AmFenPenCefChSulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
B E349 2012 AmPenChSulTe + - aadAl-dfrAl - 1500
B E350 2012 AmChSulTe + - aadA2 - 1000

Legenda: Am=aminoglicosidi; Fen=fenicoli; Pen=penicilline; Cef=cefalosporine;
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3B.2.2 E. coli AFEC isolati da volatili selvatici

Su un totale di 88 ceppi, 6 ceppi (6,8%), isolati rispettivamente da una
cornacchia grigia (Corvus corone cornix), da un picchio verde (Picus viri-
dis), da un germano reale (Anas platyrhynchos), da un lodolaio (Falco
subbuteo) e da una civetta (Athene noctua), sono risultati positivi agli in-
tegroni di classe 1 mentre nessuno ceppo € risultato positivo agli inte-
groni di classe 2 (Tabella B.6). Tutti i ceppi veicolanti queste strutture
sono stati isolati da animali selvatici della Provincia di Padova ad ecce-
zione della cornacchia grigia ricoverata presso il Centro di Recupero A-
nimali Selvatici (C.R.A.S, WWF Oasi), Bosco di Vanzago (MI). La caratte-
rizzazione della regione variabile di queste strutture ha permesso di evi-
denziare la presenza di frammenti di circa 1500 pb e le cassette geniche
riscontrate sono state dfrA e aadA nelle varianti dfrAl-aadAl in 4/6
ceppi (66,7%) e dfrAl7-aadAS5 nei rimanenti 2 ceppi (2/6; 33,3%) re-
sponsabili della resistenza alla streptomicina, spectinomicina e al trime-
thoprim. Due ceppi (2/6; 33,3%), isolati rispettivamente da una civetta
e da una cornacchia, hanno mostrato un pattern fenotipico di multifar-
maco-resistenza, rispettivamente AmFenPenChSulTe e PenCefChTe (Ta-
bella B.6). Tutti e 6 i campioni sono risultati intermedi o resistenti alla
streptomicina e al trisulfamidico mentre particolarmente interessanti
sono soprattutto i profili fenotipici di antibiotico-resistenza dei due
campioni isolati da una cornacchia e da una civetta rispettivamente nel
2010 e nel 2012. Questi ceppi di E. coli infatti hanno mostrato resisten-
za nei confronti della maggior parte delle molecole testate, in particolare
ai B-lattamici (cefalotina e cefotaxine, intermedio al ceftiofur e al ceftazi-
dime), a tutti i chinoloni testati (sia di prima che di seconda generazio-
ne) e alle tetracicline per quanto riguarda il primo (ID 54) mentre il se-
condo (ID 206-3) alla streptomicina, al cloramfenicolo, all’ampicillina, ai
chinoloni (acido nalidixico e all’enrofloxacina e intermendio alla cipro-

floxacina), ai sulfamidici (anche potenziati) e alle tetracicline.
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Tabella B.6 Profili di multifarmaco-resistenza (MDR) dei ceppi di E. coli AFEC isolati da volatili selvatici positivi agli integroni e relativi
geni-cassetta.

Specie animale D ATEC  Ame® " proflo MO int1_intz_Cvipoeneretts el Genbomseetts ol Digendione
Cornacchia 54 2010 PenCefChTe + - dfrAl17- aadAS5 - 1500
Picchio verde 165-2 2011 CefSul + - dfrAl-aadAl - 1500
Picchio Verde 165-2 2011 SulTe + - dfrAl-aadAl - 1500
Germano reale 168-2 2011 Sul + - dfrAl-aadAl - 1500
Lodolaio 172-2 2011 - + - dfrAl-aadAl - 1500
Civetta 206-3 2012 AmFenPenChSulTe + - dfrAl7-aadAS5 - 1500

Legenda: Am=aminoglicosidi; Fen=fenicoli; Pen=penicilline; Cef=cefalosporine; Ch=chinoloni; Sul=sulfamidici; Te=tetracicline; ID=numero identificativo.
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4B. Discussione

4B.1 Profili fenotipici e genotipici di antibiotico-

resistenza

La valutazione della sensibilita alle molecole antimicrobiche & stata
condotta in ceppi di E. coli sia patogeni che commensali (APEC e AFEC)
isolati da volatili domestici (polli e tacchini) e selvatici.

La scelta delle molecole € stata eseguita in modo tale che fossero rap-
presentate le principali classi di antimicrobici piu utilizzate nella terapia
delle infezioni in medicina umana, nel trattamento della colibacillosi
nell’allevamento avicolo intensivo e il cloramfenicolo.

Rispetto allo studio A sono state inoltre aggiunte le molecole antimicro-
biche appartenenti alle classi delle penicilline e delle cefalosporine.
L’analisi ha evidenziato come una percentuale superiore al 90% degli E.
coli isolati dagli allevamenti avicoli intensivi mostrasse un profilo di
multifarmaco-resistenza, intesa come la resistenza ad almeno 3 delle 7
classi di antimicrobici testate, in particolare i ceppi isolati dai tacchini
da carne. Profili di multifarmaco-resistenza sono stati evidenziati anche
in piu di un terzo dei ceppi isolati dai volatili selvatici, i quali hanno
mostrato resistenza ad un minimo di 3 fino ad un massimo di 6 classi
antimicrobiche sottoposte ad analisi.

Per quanto riguarda broiler e tacchini, livelli di resistenza particolar-
mente elevati sono stati rilevati soprattutto nei confronti delle principali
classi di molecole utilizzate, oggi o in passato, negli allevamenti avicoli
intensivi per il trattamento e la prevenzione delle principali forme batte-
riche e parassitarie che colpiscono gli animali durante il ciclo produttivo
e in particolare della colibacillosi aviare (sulfamidici potenziati, penicil-
line, alcuni aminoglicosidi e fluorochinoloni).

Oltre alle corrette prassi igienico-sanitarie volte a ridurre i fattori predi-

sponenti, il controllo della colibacillosi negli allevamenti avicoli intensivi
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avviene normalmente mediante il trattamento degli animali con antimi-
crobici e chemioterapici (Gyles et al., 2008b).

Piu del 60% dei ceppi di E. coli isolati dalle carcasse di broiler e tacchini
da carne e deceduti per colibacillosi ha mostrato resistenza soprattutto
nei confronti delle tetracicline, sulfamidici, trimethoprim, ampicillina,
streptomicina e acido nalidixico. Resistenze non trascurabili sono state
evidenziate anche alla cefalotina, enrofloxacina e al suo analogo cipro-
floxacina ad uso esclusivamente umano.

La resistenza alle tetracicline € stata ormai ampiamente documentata
ed € legata al largo utilizzo, soprattutto in passato, per il trattamento
delle infezioni e come auxinico nell’allevamento avicolo. Fin dalla loro
introduzione infatti, che risale agli anni ’50, ¢ stata riscontrata una pro-
gressiva e rapida perdita di efficacia di queste molecole legata allo svi-
luppo di resistenze nei batteri. Per questo motivo il loro utilizzo € oramai
sconsigliato per il trattamento delle infezioni sostenute da batteri gram-
negativi (Sojca e Carnaghan, 1962; Wilkenson et al., 2004; Gyles et al.,
2008b).

Come riportato da diversi Autori, oltre alle tetracicline anche la resi-
stenza spesso combinata ai sulfamidici (anche potenziati), alle penicilli-
ne e alla streptomicina €& particolarmente diffusa nei ceppi APEC e, per
la maggior parte di queste molecole, € riconducibile al loro utilizzo in al-
levamento. Infatti, ’associazione del sulfametossazolo con il trimetho-
prim, 'amoxicillina e la penicillina sono i principi attivi di prima e se-
conda scelta per il trattamento delle infezioni sostenute da E. coli in avi-
coltura (Vandemaele et al.,, 2002; Yang et al.,, 2004; Miles et al., 2006;
White, 2006; Guardabassi and Kruse, 2008).

A destare certamente preoccupazione € la resistenza riscontrata nei
confronti dei chinoloni, in particolare dell’enrofloxacina, per la quale
soltanto il 34,6% dei ceppi ha mostrato sensibilita.

Soltanto di recente i fluorochinoloni sono stati autorizzati per la terapia

della colibacillosi aviare e da subito hanno mostrato la loro efficacia nel
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trattamento anche delle forme piu gravi di questa patologia (Glisson et
al., 2004). Tuttavia, a causa della progressiva diffusione di resistenza al-
le succitate molecole in diversi ceppi di E. coli, lo sviluppo di resistenze
crociate all’interno della stessa classe e 'importanza che esse rivestono
nel trattamento delle infezioni in medicina umana, il loro utilizzo € stato
vietato nell’industria avicola statunitense e di diversi Paesi nel mondo
(Bazile-Pham-Khal et al., 1996; Giraud et al., 2001; White, 20006).

In Europa il loro impiego € consentito in condizioni controllate come
molecole di terza scelta per la terapia delle forme sistemiche di colibacil-
losi oppure nel caso siano sostenute da batteri resistenti alle molecole
di prima e seconda scelta (Gyles et al., 2008b).

Una percentuale importante di ceppi ha mostrato resistenza anche nei
confronti del cloramfenicolo, nonostante in Europa il suo utilizzo sia
stato bandito piu di 15 anni fa.

Le sensibilita piu elevate sono state invece riscontrate nei confronti del-
la maggior parte degli aminoglicosidi, cefalosporine e dei fluorochinoloni
ciprofloxacina e norfloxacina. Gli aminoglicosidi sono infatti molecole il
cui utilizzo € pratica comune quasi esclusivamente in incubatoio per e-
vitare la trasmissione verticale di ceppi APEC dai riproduttori alla pro-
genie mentre le cefalosporine sono molecole poco utilizzate
nell’allevamento avicolo intensivo (Salmon and Watts, 2000). Questione
a parte per la ciprofloxacina, molecola ad uso esclusivamente umano.
Tuttavia, data I'importanza che i B-lattamici e i fluorochinoloni rivestono
nel trattamento delle infezioni in medicina umana, non deve essere sot-
tovalutato il riscontro di una percentuale importante di ceppi resistenti
alla penicillina, alla combinazione dell’amoxicillina con l’acido clavula-
nico, alla cefalotina, alla ciprofloxacina e norfloxacina.

Ad eccezione delle penicilline, nei confronti delle quali una percentuale
piu elevata di ceppi APEC isolati da tacchini da carne ha mostrato resi-
stenza rispetto a quelli isolati da broiler, non sono state riscontrate dif-

ferenze salienti confrontando i risultati sulla base della specie animale
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campionata e, in ogni caso, possono essere riconducibili ai diversi trat-
tamenti, anche in termini di durata, a cui sono stati sottoposti gli ani-
mali. Il ciclo produttivo dei tacchini € notoriamente piu lungo rispetto ai
broiler e di conseguenza piu elevata € la probabilita che si rendano ne-
cessari trattamenti farmacologici e, con essi, la progressiva comparsa di
ceppi antibiotico-resistenti. E’ inoltre importante sottolineare che men-
tre la maggior parte dei tacchini da carne provenivano da cicli produttivi
diversi dello stesso allevamento oppure da allevamenti diversi ma della
stessa azienda integrata, i ceppi isolati da broiler sono invece il risultato
di campionamenti eseguiti su animali appartenenti a varie filiere, anche
geograficamente distanti. Se ne deduce quindi che le percentuali di resi-
stenza calcolate per gli E. coli isolati da broiler, diversamente da quelli
isolati dai tacchini, possano risentire delle abitudini, non necessaria-
mente simili, delle aziende nella scelta dei trattamenti farmacologici.

Per quanto riguarda i ceppi commensali (AFEC), essi sono stati isolati
tutti da tacchini da carne maschi del primo dei 3 cicli produttivi di uno
stesso allevamento campionati in provincia di Verona dove erano pre-
senti animali con sintomatologia riconducibile a colibacillosi e dai quali
¢ stato possibile isolare 48 dei 158 ceppi APEC analizzati in questo stu-
dio. I prelievi sugli animali apparentemente sani sono stati eseguiti in-
torno alla terza settimana di vita.

Confrontando le percentuali di resistenza riscontrate nei ceppi AFEC ri-
spetto agli APEC isolati dalla stessa specie animale, ad emergere sono
livelli piu elevati nei ceppi commensali rispetto ai patogeni, soprattutto
nei confronti delle penicilline, in particolare dell’associazione
dell’amoxicillina e dell’acido clavulanico, delle tetracicline e del cloram-
fenicolo. Al contrario, i ceppi APEC hanno mostrato resistenze sensibil-
mente piu elevate nei confronti dei chinoloni.

La presenza di livelli elevati di resistenza sia nei ceppi APEC che AFEC
non sorprende. Numerosi sono infatti gli studi relativi alla diffusione del

fenomeno negli avicoli e la maggior parte mostra, pur con differenze a
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seconda dell’area geografica considerata, la presenza di ceppi sia APEC
che AFEC antibiotico-resistenti e talvolta, in accordo con quanto emerso
in questo studio, le resistenze dei ceppi commensali sono piu elevate ri-
spetto a quelle riscontrate nei patogeni, soprattutto alle penicilline
(Salmon e Watts, 2000; Cormican et al., 2001; Altekruse et al, 2002).
Inoltre, i dati raccolti in questo studio, fotografano un trend delle resi-
stenze in aumento per la maggior parte delle molecole rispetto a quanto
riportato nei recenti report del’EFSA sulla diffusione in Italia del feno-
meno dell’antibiotico-resistenza in E. coli isolati negli allevamenti di pol-
lame (periodo 2004-2007) (EFSA, 2010a).

L’elevata resistenza riscontrata nei ceppi AFEC ¢ riconducibile al fatto
che, essendo batteri commensali della normale microflora intestinale,
sono sottoposti alla pressione selettiva esercitata dai trattamenti farma-
cologici eseguiti sugli animali molto piu dei ceppi patogeni. Il loro rilievo
tuttavia, per quanto comprensibile, desta preoccupazione. Infatti, pur
non svolgendo un ruolo di primo piano dato che solo raramente sono
responsabili di patologie, questi batteri possono fungere da reservoir di
geni di resistenza alle molecole antimicrobiche nell’intestino animale co-
si come nella lettiera, e trasmetterli orizzontalmente anche a microorga-
nismi patogeni (EFSA, 2008b).

Come gia ampiamente discusso nello studio A, la resistenza agli antimi-
crobici € determinata geneticamente ed ¢& facilmente trasferibile
all'interno di una specie o tra batteri diversi attraverso elementi mobili
di DNA e l'intestino dei polli sembra essere un ambiente favorevole af-
finché questo si verifichi (Bass et al, 1999; Lanz et al.,, 2003; Yang et
al., 2004; Hart et al., 2006).

Lo studio € stato quindi rivolto alla ricerca e caratterizzazione degli inte-
groni di classe 1 e di classe 2 con l'obiettivo di verificare la diffusione di
queste strutture nella popolazione batterica oggetto di indagine.

La presenza degli integroni di classe 1 e di classe 2 ¢ stata riscontrata

in ceppi di E. coli sia AFEC che APEC isolati da tutte le specie di animali
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commerciali considerate. Gli integroni di classe 1 sono stati riscontrati
con una prevalenza maggiore negli AFEC isolati da tacchini da carne
(63,3%) e presentavano dimensioni variabili comprese tra 600 pb e 1500
pb, mentre gli integroni di classe 2 negli APEC isolati dalla stessa specie
animale (8,9%; 1500-2000 pb) e, tra tutti i ceppi risultati positivi a que-
ste strutture, 9 ad entrambe le classi. La presenza di integroni di classe
2 in una percentuale limitata di ceppi € in accordo con quanto gia riferi-
to in letteratura, secondo cui queste strutture si riscontrano meno fre-
quentemente rispetto agli integroni di classe 1 e solo pochi Autori ripor-
tano di ceppi positivi ad entrambe le classi (Radstrom et al., 1994; Collis
and Hall, 1995; Ploy et al., 2000b; Fluit and Schmitz, 2004; Vinue et al.,
2008; Stephenson and Brown, 2012).

Per quanto riguarda gli integroni di classe 1 presenti nel corredo geneti-
co dei ceppi AFEC isolati dai tacchini da carne, le cassette geniche ri-
scontrate con frequenza maggiore sono state le combinazioni dei geni
aadA e dfrA (nelle varianti alleliche dfrAl-aadAl e dfrAl2-aadA2), se-
guite da dfrAl12-orfF-aadA2 e singolarmente i geni dfrA7 e sat. Questi
geni, ad eccezione di orfF la cui funzione non & ancora nota, codificano
per enzimi responsabili della resistenza alla streptomicina, spectinomi-
cina, streptotricina e al trimethoprim.

Gli integroni di classe 2 invece, hanno tutti presentato la combinazione
genica tra le piu frequentemente riscontrate in letteratura in queste
strutture, ossia sat2-aadAl.

Analogamente ai ceppi AFEC, la maggior parte degli integroni di classe
1 presenti nei ceppi di E. coli APEC isolati da tacchini e broiler hanno
presentato la combinazione genica dfrA-aadA nelle varianti dfrAl-
aadAl, aadAS5-dfrAl7 e aadA2-dfrAl12, seguita dalla cassetta genica
aadA (aadAl, aadA2, aadAS5 e aadA13). Cinque ceppi isolati da broiler
hanno invece presentato nella regione variabile dell’integrone il gene sat
da solo o in combinazione con aadAl. Meno frequenti, la combinazione

estX-aadAl e dfrAl12-orfF-aadA2, riscontrate tuttavia anche in uno stu-

132



STUDIO B

dio recente condotto in Nigeria in ceppi di E. coli patogeni di origine u-
mana e animale (Chah et al., 2010)

Per quanto riguarda gli integroni di classe 2, le cassette geniche riscon-
trate sono state varie combinazioni dei geni dfrAl, sat2 e aadAl.

Come gia discusso nello studio A, la presenza di un numero limitato di
cassette geniche ¢ in accordo con quanto riportato nella maggior parte
degli articoli presenti in letteratura. Infatti, nonostante ad oggi siano
state descritte in queste strutture moltissime cassette in grado di confe-
rire resistenza a quasi tutte le classi di antimicrobici, i geni che si ri-
scontrano piu frequentemente negli integroni di classe 1 e 2 sono dfrA e
aadA e sat, soprattutto per quanto concerne gli integroni di classe 2. Il
numero e la tipologia delle cassette geniche riscontrate in queste strut-
ture infatti € particolarmente limitata a causa di una ridotta capacita
dellintegrasi di promuovere la loro inserzione nel sito di ricombinazione
(Biskri and Mazel, 2003; Fluit and Schmitz, 2004; Ramirez et al., 2005;
Mazel, 2006; Kim et al.,, 2007; Van Essen-Zandbergen et al., 2007; La-
pierre et al., 2008; Vasilakopoulou et al.,, 2009; Chah et al., 2010; Bar-
raud et al., 2010; Ponce-Rivas et al., 2012).

Un dato interessante € la presenza della cassetta genica estX nella re-
gione variabile degli integroni di classe 1, in combinazione con aadAlI. A
differenza di quest’ultimo gene, notoriamente presente negli integroni di
entrambe le classi, estX € stato spesso correlato agli integroni di classe
2 e solo raramente a quelli di classe 1. Questo gene, come accennato
nello studio A, codifica per un’ipotetica esterasi o idrolasi la cui funzio-
ne non € ancora conosciuta. Tuttavia, dalla letteratura sembra esista
una somiglianza con il gene sat responsabile della resistenza alla strep-
totricina (Partridge, 2005).

La presenza di queste strutture € stata riscontrata in ceppi di E. coli con
profili fenotipici di multifarmaco-resistenza, ad eccezione di un ceppo
APEC isolato da un pollo che invece non ha mostrato resistenza a nes-

suna delle molecole testate. Inoltre, considerando le singole molecole
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antimicrobiche, una percentuale superiore al 90% dei campioni intll
e/o int2-positivi hanno mostrato resistenza o una sensibilita intermedia
nei confronti dell’ampicillina, delle tetracicline, dei sulfamidici anche
potenziati con il trimethoprim, della streptomicina e, i ceppi APEC iso-
lati da entrambe le specie, anche nei confronti dell’acido nalidixico.

Il rilievo della presenza di queste strutture in un numero elevato di cep-
pi APEC e AFEC ¢ in accordo con quanto riscontrato in letteratura. Di-
versi Autori infatti riportano la presenza di queste strutture, in percen-
tuali variabili a seconda dell’origine anche geografica, sia in ceppi com-
mensali che patogeni isolati sia in allevamento che da prodotti carnei di
origine avicola, campionati al macello o nei punti vendita (Bass et al,
1999; Lanz et al., 2003; Yang et al., 2004; Sunde, 2005; Sunde and
Norstrom, 2006; Kim et al., 2007; Smith et al., 2007; Machado et al.,
2008; Khaitsa et al.,, 2008; Trobos et al., 2008; Zhang et al., 2009; A-
hmed et al., 2009; Jouini et al., 2009; Soufi et al., 2009; Alessiani et al.,
2009; Altalhi et al,, 2010; Li et al., 2011).

In accordo con quanto documentato in letteratura, un’analisi piu detta-
gliata dei profili fenotipici e genotipici dei ceppi ha permesso di eviden-
ziare la presenza di piu cloni batterici antibiotico-resistenti, sia APEC
che AFEC, contemporaneamente nello stesso animale (Lutful Kabir,
2010). Questo fenomeno € riconducibile alla possibilita che altri anima-
li, soprattutto gli uccelli selvatici e i roditori, possano fungere da vettori
meccanici di ceppi APEC in allevamento. Inoltre, qualora non vengano
rispettate le corrette prassi igieniche soprattutto tra un ciclo produttivo
e l’altro, € possibile che i microorganismi permangano nel capannone,
soprattutto nella lettiera, e possano infettare gli animali del ciclo suc-
cessivo (Barnes et al., 2008; Lutful Kabir, 2010).

A parte i casi in cui ceppi isolati dallo stesso animale hanno mostrato
medesimi profili fenotipici e genotipici (seppur parziali) di antibiotico-
resistenza, soprattutto nei tacchini € stato possibile riscontrare la pre-

senza di piu cloni batterici nella stessa sede di prelievo (ID-1; ID-2 etc.)
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oppure da organi e/o essudati diversi. In molti casi batteri isolati dallo
stesso animale hanno mostrato un profilo di antibiotico-resistenza di-
verso. Degni di nota sono per esempio gli AFEC TA 17401, TA 16756,
TA 15446, TA 16185 e TA 14966 e il ceppo APEC TA 14486 (Tabelle B.3
e B.4). Molti di questi ceppi (distinguibili sulla base del proprio ID nu-
merato progressivamente -1; -2; -3 etc.), pur essendo isolati dallo stesso
animale, hanno presentato profili fenotipici diversi ma le stesse cassette
geniche nella regione variabile dell’integrone che veicolano e, viceversa,
resistenze del tutto simili fenotipicamente ma differenze a livello genoti-
pico. Anche se questi riscontri necessitano certamente di ulteriori ap-
profondimenti, possono essere indicativi della presenza di piu ceppi
contemporaneamente nello stesso animale veicolanti lo stesso integrone
oppure di ceppi clonali che invece hanno acquisito da altri batteri inte-
groni diversi.

Analogamente a quanto riscontrato nello studio A, la presenza di cas-
sette geniche incomplete, soprattutto il gene sat, pud essere ricondotta
ad un errore durante la loro acquisizione o escissione. Cid supportereb-
be la mancata corrispondenza tra profilo fenotipico e genotipico di anti-
biotico-resistenza riscontata in alcuni casi. Viceversa, alcuni ceppi vei-
colanti i geni dfrA e aadA completi, non hanno mostrato fenotipicamen-
te resistenza agli aminoglicosidi e/o all’associazione del sulfametossazo-
lo con il trimethoprim. La discordanza rilevata puo essere dovuta a mu-
tazioni nucleotidiche all’interno della sequenza codificante dei geni op-
pure a carico del promotore tali da impedirne l'espressione. Parallele-
mante, il riscontro di ceppi con fenotipi di resistenza a queste molecole
ma privi di integroni, oppure ad antimicrobici i cui determinanti genetici
non sono veicolati da queste strutture, € indicativo dell’intervento di al-
tri elementi o meccanismi genetici capaci di rendere gli antimicrobici i-
nefficaci nei batteri che li veicolano ed esprimono.

Alla luce dell’eterogeneita di plasmidi coniugativi responsabili della dif-

fusione di geni di antibiotico-resistenza e di virulenza nei ceppi di E. coli
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isolati dai lagomorfi sia domestici che selvatici riscontrati nello studio A,
non si esclude la possibilita che anche questi campioni veicolino tali
strutture e che gli integroni possano trovare ivi la loro localizzazione.
Studi recenti hanno infatti dimostrato come molto spesso gli integroni,
veicolanti geni di resistenza a diversi antimicrobici tra cui le cefalospo-
rine (ESBL) si trovino in plasmidi appartenenti a diversi inc-group (Ca-
rattoli, 2009).

Considerazione a parte deve essere fatta per i ceppi di E. coli isolati dai
volatili selvatici. Anche se in una percentuale di ceppi certamente piu
contenuta (30-50%), gli isolati da questi animali hanno mostrato resi-
stenza oppure una sensibilita intermedia a diverse molecole antimicro-
biche, in particolare nei confronti dei sulfamidici, delle tetracicline,
dell’ampicillina, streptomicina e cefalotina.

Inoltre, seppur in una percentuale ridotta di ceppi, € stata riscontrata
positivita agli integroni di classe 1 anche in questi animali. Sono infatti
risultati positivi a queste strutture 6 ceppi isolati rispettivamente da un
picchio verde (2 ceppi), un germano reale, un lodolaio, una cornacchia e
una civetta.

Come gia discusso nello studio A, le differenze riscontrate tra gli E. coli
isolati dagli animali domestici rispetto ai selvatici in termini di sensibili-
ta alle molecole antimicrobiche e di positivita agli integroni sono ricon-
ducibili al diverso contesto ambientale in cui si trovano a vivere i volatili
commerciali rispetto agli animali a vita libera. Tuttavia, il riscontro di
questi determinanti genetici con probabile localizzazione plasmidica e di
resistenze fenotipiche comunque importanti nei confronti di diverse
classi di antimicrobici in animali selvatici mai sottoposti a trattamenti
farmacologici, € indicativa di quanto il fenomeno dell’antibiotico-
resistenza sia diffuso e facilmente si diffonda anche in microorganismi
di diverse nicchie ecologiche non necessariamente esposti ad una pres-

sione selettiva esercitata dai farmaci (Gionechetti et al.,, 2002; Sayah et

136



STUDIO B

al., 2005; Nebbia et al. 2008; Literak et al., 2010; Sjolund et al., 2008;
Guenther et al.,, 2011; Guenther et al., 2012; Jardine et al., 2012).

Nel nostro caso, la maggior parte degli animali selvatici campionati pro-
venivano da zone peri-urbane o collinari della Provincia di Padova dove
la zootecnia e il livello di urbanizzazione sono certamente elevati. Come
gia discusso per i conigli selvatici, non si esclude quindi che gli animali
possano essere venuti a contatto con batteri antibiotico-resistenti a se-
guito di una contaminazione del suolo e delle acque con liquami (Stokes
et al., 2006; Guenther et al., 2011; Guenther et al., 2012). Tuttavia, es-
sendo la maggior parte di questi volatili dei predatori (civetta, cornac-
chia e lodolaio) o comunque animali che si cibano anche di piccoli ani-
mali, lombrichi ed insetti (picchio verde e germano reale), non si esclude
possano aver acquisito determinanti genetici di antibiotico-resistenza

mediante la via alimentare.

137






Conclusioni



CONCLUSIONI

L’antibiotico-resistenza rappresenta certamente uno dei principali pro-
blemi di sanita pubblica a livello mondiale e negli ultimi anni ha assun-
to proporzioni tali da spingere 1'Unione Europea a considerarla alla
stregua di una zoonosi e in quanto tale ne promuove il monitoraggio an-
che negli animali (Dir. 2003/99/EC art. 7).

La sua insorgenza e diffusione € certamente associata all’'uso talvolta
inappropriato delle molecole antimicrobiche in diversi ambiti della me-
dicina umana e veterinaria. Cruciale nel promuovere la selezione di bat-
teri antibiotico-resistenti € soprattutto 1'utilizzo di molecole antimicrobi-
che a dosaggi sub-terapeutici a scopo metafilattico nelle produzioni zoo-
tecniche.

Il controllo della sua insorgenza e diffusione richiede innanzitutto una
conoscenza approfondita del fenomeno che puo essere ottenuta soltanto
attraverso l'attuazione di programmi di monitoraggio e di studio mirati.
La presente ricerca € nata con l'obiettivo di valutare la diffusione della
resistenza agli antimicrobici in batteri ubiquitari circolanti sia negli al-
levamenti avi-cunicoli intensivi dove viene comunemente fatto uso di
queste molecole, sia nei lagomorfi e volatili a vita libera mai sottoposti a
terapie farmacologiche. La scelta di focalizzarsi su ceppi di E. coli € in-
vece legata principalmente al fatto che € la specie tra le piu diffuse in
molteplici nicchie ecologiche sia come batterio commensale che patoge-
no e, pertanto, adatto per stimare la diffusione del fenomeno (van den
Bogaard et al., 2000; EFSA and ECDC, 2012).

La progressiva diffusione di popolazioni batteriche antibiotico-resistenti
e soprattutto multifarmaco-resistenti rappresenta certamente una grave
minaccia. Questi batteri infatti, sottoposti a pressione selettiva, possono
fungere da reservoir di geni di resistenza agli antimicrobici, essere sele-
zionati nell’intestino animale e, attraverso la contaminazione ambientale
e soprattutto la catena alimentare, raggiungere 'uomo e trasmettere re-
sistenze ai batteri del normale microbiota intestinale umano o ad even-

tuali patogeni ivi presenti.
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CONCLUSIONI

Il riscontro delle principali strutture genetiche coinvolte nella diffusione
dei determinanti genici di antibiotico-resistenza in un numero elevato di
ceppi di E. coli, isolati sia da animali d’allevamento che a vita libera, &
indicativo di quanto il fenomeno sia diffuso a livello globale. Questa evi-
denza fotografa certamente un quadro preoccupante e a destare soprat-
tutto allarme €& la diffusione di batteri con profili di resistenza a piu
classi di antimicrobici contemporaneamente. Diversi Autori hanno in-
fatti riscontrato la presenza di plasmidi R veicolanti contemporanea-
mente piu geni di resistenza a diverse classi di antimicrobici. Negli ulti-
mi anni un serio allarme € il riscontro della sempre piu diffusa presen-
za, soprattutto nelle Enterobacteriaceae, di plasmidi coniugativi veico-
lanti contemporaneamente geni di virulenza e responsabili della resi-
stenza o di una ridotta sensibilita a piu classi di antimicrobici e in par-
ticolare alle cefalosporine di seconda e terza generazione e ai fluorochi-
noloni, molecole di prima scelta nella terapia delle infezioni in medicina
umana. La diffusione di queste strutture garantisce ai batteri che le e-
sprimono di essere selezionati piu facilmente sotto la pressione esercita-
ta da molecole antimicrobiche non necessariamente correlate tra loro,
pregiudicando cosi l'efficacia della maggior parte dei trattamenti farma-
cologici disponibili. Il riscontro di queste strutture in batteri non neces-
sariamente patogeni per 1'uomo ma a cui puo facilmente venire a con-
tatto soprattutto mediante l'assunzione di carni o acque contaminate,
rappresenta certamente una grave minaccia per la salute pubblica, tale
da non poter essere ignorata.

La ricerca € nata quindi con l'obiettivo di approfondire lo studio delle
principali strutture genetiche coinvolte nella sempre piu rapida diffu-
sione di batteri antibiotico-resistenti in animali, talvolta poco studiati,
che a vario titolo rientrano tra i possibili veicoli di trasmissione all'uomo
di ceppi non necessariamente patogeni, ma che possono pregiudicare
notevolmente lo stato di salute e la possibilita di guarigione dalle infe-

zioni future.
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