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CARATTERIZZAZIONE DI E. COLI PATOGENI ISOLATI IN

MATRICI OVINE

CHARACTERIZATION OF PATHOGENICE. COLI ISOLATED IN SHEEP
AT SLAUGHTERHOUSE
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Fleeces, carcass surface, mucosal gut and faeces samples, collected from 95
slaughtered sheep and lambs from three abattoirs, were examined. The aim of
this study was: 1) to evaluate the prevalence of the Verocytotoxic E. coli (VTEC);
2) to obtain virulence profile (stx:, stxz, hlyA and eae) by multiplex PCR; 3) to
define the ovine-specific serogroup pathogenic power for the humans. An overall
prevalence of 11.1% (adults 14%, lambs 7.8%) was found by direct PCR test. The
VTEC occurrence was 18.9% in fleeces, 14.7% on carcasses and 10.5% in mucosal
gut. According to the multiplex PCR the following results were obtained: 21% of
the isolates belonged to VTEC pathogroup, within 92% were EHEC; 37.9% were
identified as EPEC pathogroup. Forty one % of the strains were negative for all
the genes. None of the isolates belonged to 0157 and 0146 serogroups, while the
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INTRODUZIONE

Gli E. coli produttori di verocitotossine (VTEC)
sono considerati attualmente tra i patogeni
emergenti (1) e sono inclusi tra gli agenti di
zoonosi nel piano di sorveglianza previsto dalla
Direttiva 2003/99/Ce. Essi sono infatti respon-
sabili di casi di malattia gastro-intestinale
nell’'uomo, tra i quali diarrea emorragica e colite
emorragica (CE), che in alcuni soggetti possono
essere complicate da fenomeni di tipo neurologi-
co e renale (sindrome emolitico-uremica o SEU).
La presenza di VTEC negli alimenti di origine
animale costituisce un potenziale pericolo per la
salute umana, come dimostrato dagli episodi
epidemici verificatisi in molti paesi industria-
lizzati, quali Canada, USA, Giappone ed Euro-
pa (2). I bovini costituiscono il principale reser-
voir di VTEC, ma anche i piccoli ruminanti
svolgono un importante ruolo nella trasmissione
di ceppi patogeni all'uomo. Il sierogruppo 0157
risulta il piu frequentemente associato a casi di
CE e SEU, insieme all’lO111, 026, 0113 ed
0103 (3;4;5). Tuttavia, sono frequenti, special-
mente in Europa, casi di infezione (6) determi-
nati da altri sierogruppi (091, 0117, 0118,

tro anche nell’ovino (7). L'importanza dei ceppi
VTEC non-0O157, come causa di CE, SEU ed al-
tre malattie gastrointestinali, ed il loro ruolo
epidemiologico, spesso sottovalutati in passato,
negli ultimi anni sono stati indagati, anche gra-
zie allo sviluppo e all'impiego di metodi moleco-
lari ed immunologici, che sono tuttavia in fase
di standardizzazione. Alcuni studi suggeriscono
che ceppi VTEC non-0157, isolati da feci ovine
e bovine, presentano subtipi di Shigatossine ge-
neticamente differenti, che mostrano una speci-
ficita animale-ospite (8;9). Tuttavia le conoscen-
ze risultano ancora limitate, in relazione alle
caratteristiche dei siero-patotipi e al profilo spe-
cifico di patogenicita, oltre che alle modalita con
cui essi si diffondono nell’ambiente, negli ani-
mali e, attraverso gli alimenti, anche all'uomo.
Relativamente agli agnelli da latte e stata inol-
tre evidenziata una maggiore variabilita, rispet-
to agli ovini adulti, di sierotipi di VTEC atipici,
che colonizzano l'intestino in maniera transito-
ria. Tali differenze potrebbero risultare dall'ef-
fetto combinato dell'eta, in relazione alle carat-
teristiche fisiologiche del tratto intestinale dei
lattanti, alla dieta o ad una differente risposta
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immunitaria (5). Obiettivi del presente lavoro
sono stati: 1) la valutazione del ruolo epidemio-
logico degli ovini nella diffusione dei VTEC at-
traverso le carni, mediante lo studio della pre-
valenza in pecore e agnelli macellati in Sarde-
gna, 2) la caratterizzazione del profilo di pato-
genicita dei ceppi isolati mediante PCR multi-
plex; 3) la determinazione dei sierotipi specifici
degli ovini, al fine della definizione del loro po-
tenziale patogeno per 'uomo.

MATERIALI E METODI

L’indagine & stata condotta presso 3 macelli a
capacita industriale situati in Sardegna,
nell’arco di un anno. A partire da 95 soggetti (50
pecore e 45 agnelli) di razza Sarda sono stati
prelevati complessivamente n.380 campioni,
provenienti dalle seguenti matrici: a)raschiato
della mucosa del colon e del retto (10 g imme-
diatamente dopo [Deviscerazione); b) cute
dell’addome e del petto (20 cm? prelevati a livel-
lo della linea d’incisione); ¢) superficie delle car-
casse (300 cm?), mediante strofinamento di
sponges su petto, addome e coscia; d) feci, (10 g
immediatamente dopo I'eviscerazione), preleva-
te mediante cucchiaio sterile. Un’aliquota pari a
10 g di ciascuna matrice e stata sottoposta ad
arricchimento selettivo in modified-Tryptone
Soya Broth (m-TSB), contenente novobiocina
[20 mg/l] ed incubata a 37 °C per 18-20 h. Da
ciascun brodo di arricchimento & stato effettua-
to uno screening molecolare rapido, mediante la
metodica EU Food PCR Project, modificata. Su
1 ml di ciascun campione veniva effettuata: 1)
I’estrazione del DNA, mediante le resine Che-
lex-100 (Bio-Rad, USA) e 2) amplificazione dei
geni stx; e stxe. I brodi risultati positivi allo
screening molecolare sono stati sottoposti a se-
parazione immunomagnetica (IMS) manuale,
impiegando il Dynal MPC®-E-1 per la ricerca
dei sierogruppi 0157, 026, 0103, 0111 ed
0145. Da ciascun complesso Dynabeads-
microrganismo e stata effettuata la semina sui
seguenti terreni: CT-SMAC (agar cefixime tel-
lurite sorbitolo di MacConkey) per la ricerca di
0157, CT-RMAC (agar cefixime tellurite ram-
nosio di MacConkey) per 026 ed EHLY agar per
i sierogruppi 0103, 0111 e 0145 e le piastre
sono state incubate a 37 °C per 24 h. Gli isolati
con caratteristiche morfologiche tipiche veniva-
no sottoposti ad identificazione fenotipica con il
Sistema API 20E (BioMérieux). Su tutti gli iso-
lati risultati E. coli alle prove fenotipiche, & sta-
ta eseguita una PCR multiplex per la ricerca dei
geni stx;, stxs, hlyA ed eae, secondo le condizioni
descritte da Paton e Paton e nel Report EFSA
del 2009 (10;11). Successivamente, una selezio-
ne di ceppi, isolati a partire da animali diversi
e/o da matrici diverse provenienti dallo stesso
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animale, & stata sottoposta a caratterizzazione
molecolare mediante PCR Real Time (RT-PCR)
utilizzando il Lightcycler 480 Roche (Roche
Diagnostics, UK), per la ricerca dei geni per,
wzx, wzx, wyz, lhpl che codificano, rispettiva-
mente, per i sierogruppi 0157, 026, 0103, 0111
e 0145; sugli stessi isolati sono state inoltre
condotte due distinte PCR (simplex e duplex)
per la ricerca del sierogruppo O91 (gene wbsD)
e 0146 (geni wzx e wzy), secondo i protocolli, ri-
spettivamente, di Perelle et al. (12) e Liu et al.
(13).

RISULTATI

La prevalenza complessiva dei VTEC, rilevata
sulla base dello screening preliminare mediante
PCR, & risultata pari al 11,1% e superiore nelle
pecore adulte (14%) rispetto agli agnelli (7,8%).
In relazione alle singole matrici, sono risultati
positivi il 18,9% dei campioni di cute, il 14,7%
delle carcasse ed il 10,5% delle mucose (tabella
n.1). A seguito delle semine sui terreni selettivi,
sono stati isolati n.124 ceppi, di cui n.29 pre-
sunti 0157 (sorbitolo negativi sul CT-SMAC),
isolati in varie matrici prelevate in stabilimenti
distinti; n.21 presunti 026 (ramnosio negativi
sul CT-RMAC), isolati in varie matrici; n.74
dal’EHLY agar, di cui n.26 presunti 0103, n.24
presunti 0111 e n.24 presunti 0145. Tutti gli
isolati si  sono confermati E. coli
allidentificazione fenotipica di specie. La carat-
terizzazione molecolare effettuata mediante
PCR multiplex ha messo in evidenza la presen-
za di almeno un fattore di virulenza nel 59%
(n.73) degli isolati, con i seguenti profili di pato-
genicita: 1) presenza di uno dei geni vix (pato-
gruppo VTEC): rispettivamente il 21% (n.26), di
cui ’85% (n.22) presentava anche il gene eae ed
il 62% (n.16) anche hlyA (patogruppo EHEC); 2)
presenza di tutti i geni ricercati (vixl1, vix2, eae,
hlyA): 6,5% (n.8). In particolare n.17 ceppi pre-
sentavano entrambi i geni vtx. La prevalenza
degli EPEC e risultata pari al 37,9% (n.47). Non
¢ stata invece rilevata la presenza di nessuno
dei fattori ricercati nel 41,1% (n.51) degli isola-
ti. Complessivamente la sierotipizzazione me-
diante RT-PCR e stata effettuata su n.37 isola-
ti, provenienti da 34 campioni. Per nessuno &
stata confermata l'appartenenza al sierotipo
precedentemente ipotizzato sulla base dei risul-
tati dell'IMS (0157, 026, 0103, 0111 ed 0145).
Relativamente alla determinazione dei siero-
gruppi, effettuata mediante PCR, nessuno degli
isolati e risultato appartenere al sierogruppo
0146, mentre n.21 (56,8%) ricadevano nel sie-
rogruppo O91. Di questi, n.5 hanno mostrato un
profilo di patogenicita riconducibile al siero-
gruppo VTEC, dei quali n.1 era EHEC, n.4 ri-
sultavano EPEC; n.4 invece erano stx- ma posi-



tivi al gene eae, di questi n.2 erano anche
hlyA+; infine, n.12 erano negativi per la presen-
za di tutti i geni di virulenza ricercati (tabella
n.2).

CONSIDERAZIONI E
CONCLUSIONI

La ricerca dei VTEC effettuata mediante PCR
direttamente sulle matrici, ha evidenziato una
prevalenza di ovini portatori (11,1%) piu elevata
rispetto a quanto riportano altri autori per
0157:H7 (0,3-7 %) (14). La cute si & confermata
una matrice a rischio (1), specie nelle pecore ed
inoltre risulta rilevante la positivita delle car-
casse, che puo essere ricondotta alla contamina-
zione fecale visibile, frequente soprattutto negli
agnelli, che presentavano feci di consistenza
molle e talvolta diarroiche. In questi casi
Iaumento della velocita della catena, che si ve-
rifica nei periodi in cui si concentra la macella-
zione degli ovini, € spesso causa di inadeguata
applicazione di buone pratiche igieniche e di
macellazione.

I risultati della sierotipizzazione mostrano che
gli ovini rappresentano un importante reservoir
di differenti sierotipi di E. coli potenzialmente
patogeni. Infatti il riscontro di numerosi 091
nelle matrici ovine conferma i dati riportati da
precedenti autori (8;15), ma 'assenza, in alcuni
di essi, dei geni che codificano per le verocito-
tossine e I'intimina indica che questi non appar-
tengono ai sierotipi piu patogeni. Tuttavia
I'individuazione di alcuni fattori di adesione e
citotossici (dati non pubblicati), non permette di
escludere un loro potenziale effetto patogeno
sulle cellule epiteliali (14).

E’ da sottolineare il riscontro di 4 ceppi VTEC
ed EPEC che rivestono un rilevante significato
epidemiologico e sanitario. In particolare, Aktan
et al. (16) hanno ipotizzato un miglior adatta-
mento degli EPEC nella pecora, che sarebbe
maggiormente esposta a tale patogruppo rispet-
to ad altre specie, anche se ancora non sono sta-
te chiarite le fonti di contaminazione. Queste
ipotesi necessitano di ulteriori indagini e sugge-
riscono che gli ovini sono un reservoir di E. coli
eae+ sierologicamente e geneticamente differen-
ti. La presenza dei geni vix in questi isolati e
risultata tuttavia meno frequente rispetto a
quanto riportato in precedenti indagini (17;18).
Cio puo essere dovuto alla diversa sensibilita
dei metodi utilizzati, alle differenti matrici con-
siderate e a fenomeni di riarrangiamento gene-
tico mediato da batteriofagi che codificano per il
gene stx (3).

Tabella 1. Risultati della valutazione della
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prevalenza (%) di VITEC in ovini macellati,
mediante metodica di screening PCR, in
relazione alla matrice e all’eta degli animali

matrici
cute | carcassa | mucosa feci
Pecore 13,7 9,5 6,3 -
Agnelli 5,3 5,2 4,2 -
Totale 18,9 14,7 10,5 -

- : al di sotto del limite di rilevabilita della metodica

Figura 1. Amplificati ottenuti da PCR
multiplex (stx1, stx2, hlyA, eae). Lane 1: marker
(100 pb); lane 2: controllo di reazione; lane 3-10:
DNA degli isolati; lane 11: controllo negativo;
lane 12: controllo positivo.

1 NTC S1 S2 S3 S4 S5 56 S7 S8 CN CP

Tabella 2. Relazione tra i sierogruppi (ottenuti
mediante PCR Real time), i profili di virulenza
(ottenuti mediante PCR multiplex), la matrice e
I'eta dell’animale.

gflile;;))o animale | matrice | stxl | stx2 | eae | hlyA
091 agnello | mucosa - - + -
0912 pecora | carcassa | - - - -
0912 pecora cute - + + -
091 pecora cute - - - -
0912 pecora | carcassa | - - - -
0912 pecora | carcassa | - - - -
0912 pecora | mucosa - - - -
0912 pecora | mucosa + + - -
0912 pecora | carcassa | - - - -
0912 pecora | carcassa | - - - -
0912 pecora | carcassa | - - - -
0912 pecora | mucosa - - - -
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0912 pecora | carcassa | - - - -
0912 agnello | carcassa | - - + +
091 pecora | carcassa | - - + +
0912 pecora | mucosa - - - -
0914 pecora | mucosa | + + + -
0912 pecora | carcassa | + + + +
091* | agnello cute + + + -
0914 pecora cute - - - -
09124 | agnello | carcassa | - - + -

aSierotipi precedentemente associati con ceppi VTEC isolate
da casi di SEU. "Sierotipi precedentemente isolati in ceppi

umani. ‘Sierotipi precedentemente isolati in ceppi bovini.

d

Sierotipi precedentemente isolati in ceppi ovini
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