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INTRODUZIONE
1 One Health

La tutela e la preservazione della salute umana, in tutte le sue forme, non pud
considerarsi svincolata da quella che é la salute degli animali e piu in generale
dell’ecosistema.

L’Organizzazione Mondiale della Sanita definisce One Health come: “un approccio
basato sulla progettazione e attuazione di programmi, politiche e norme con il fine di
raggiungere migliori risultati nel settore della salute pubblica mediante I'interazione tra
molteplici ambiti scientifici” [1]. Numerosi infatti dovrebbero essere i gruppi
professionali coinvolti tra i quali medici e veterinari di sanita pubblica, epidemiologi,
biologi, ecologi, botanici e zoologi, ed altre figure professionali come gli economisti ed
i sociologi [2].

Questa modalita d’intervento, che mira a “preservare l'integrita degli ecosistemi, a
beneficio delluomo, degli animali domestici e della biodiversita” [3] deve essere
adoperata a tutti i livelli, da quello locale a quello regionale, fino ai livelli nazionali ed
internazionali [1]. Naturalmente, per poter agire su piu vasta scala ed in maniera
organizzata e strutturata, & necessario il coinvolgimento e lintervento di politici,
legislatori, ministri e delle organizzazioni internazionali [1,2]. Solo con un approccio
sinergico fra le varie nazioni ed agendo su piu fronti si potranno garantire e ottenere
dei reali risultati. Proprio per questo I'Organizzazione Mondiale della Sanita ha iniziato
a lavorare a stretto contatto con [I'Organizzazione delle Nazioni Unite per
I'Alimentazione e I'Agricoltura (FAO) e con I'Organizzazione Mondiale della Sanita
Animale [1] e sono inoltre nate organizzazioni specifiche quali la One Health Platform,

la One Health Commission e la One Health Initiative.



L’approccio One Health € impiegato in numerosi ambiti, tra i quali quello della
sicurezza alimentare e della gestione delle zoonosi, laddove il 75% delle malattie
infettive emergenti che interessano gli esseri umani sono di origine animale e circa il
60% di tutti i patogeni che colpiscono 'uomo sono zoonotici [4].

Nell’'ottica non solo della One Health, ma anche di One World, lo scopo prioritario &
quello di ridurre la diffusione del problema dell'antibiotico resistenza. Infatti, un mondo
sempre piu globalizzato e interconnesso, nel quale si pud osservare quotidianamente
lo spostamento internazionale ed intercontinentale degli uomini a fini lavorativi o
turistici, insieme al trasporto di animali, merci, alimenti e prodotti di qualsiasi natura,
facilitera anche la diffusione ed il trasporto di geni di antibiotico-resistenza [5].

La storia di approccio globale di questa metodologia € recente, e nonostante alcuni
congressi mondiali precedenti come il Southern and East African Experts Panel on
Designing Succeful Conservation and Development Interventions at the
Wildlife/Livestock Interface: Implications for Wildlife, Livestock, and Human Health
tenutosi a Durban, in Sud Africa nel 2003, il meeting considerato spesso la prima pietra
miliare € il “ One Wolrd, One Health: Building Interdisciplinary Bridges to Health in a
Globalized World” tenutosi il 29 settembre del 2004, organizzato dalla Wildlife
Conservation Society (WCS) e ospitato dalla Rockefeller University, a New York, dove
sono stati formulati i 12 principi su “One World, One Health” chiamati anche i 12 principi

di Manhattan [3,6,7,8,9,10].



2 Antibiotico resistenza

2.1 Definizione

Nel parlare di antibiotico resistenza, la prima distinzione fondamentale da fare & fra
resistenza intrinseca e acquisita.

Resistenza intrinseca o naturale € quella condizione in cui, in base alle caratteristiche
proprie di quella specie batterica, un determinato farmaco antibatterico é inefficace
[11].

Un esempio di resistenza intrinseca € quella dei gram negativi, impermeabili ai
glicopeptidi grazie alla loro membrana esterna [12].

Definiamo invece resistenza acquisita la condizione in cui un ceppo batterico “@ in
grado di moltiplicarsi in presenza di concentrazioni del farmaco inibitorie per la
massima parte degli stipiti della stessa specie, o operativamente, quando uno stipite
batterico sia in grado di moltiplicarsi in presenza di concentrazioni del farmaco pari a
quelle massime raggiungibili nel corso dell'impiego terapeutico” [11].

La resistenza acquisita si pud verificare attraverso diversi meccanismi e pud essere
distinta in cromosomica, dovuta a mutazioni o eventi di ricombinazione dei suoi geni
housekeeping, o plasmidica, ottenuta grazie alla possibilita dei batteri di effettuare

trasferimenti orizzontali di materiale genetico extracromosomico [11,12].

2.2 Meccanismi biochimici di resistenza

| meccanismi biochimici di resistenza possono essere suddivisi in 4 gruppi principali,
e ciascuno di essi € dipendente da uno o piu determinanti genetici di resistenza.
L’obiettivo finale comune & quello di impedire l'interazione fra il farmaco ed il bersaglio

molecolare [12].



Il primo gruppo corrisponde alla modificazione molecolare del bersaglio del farmaco,
tale da ridurne I'affinita di legame. Puo derivare da:

» mutazioni, come si osserva nella resistenza ai chinoloni successiva ad una
modifica della DNA topoisomerasi 2 [12];

» eventi di ricombinazione, in seguito a fenomeni di trasformazione, che portano
alla creazione di geni codificanti PBP (penicillin binding protein) con scarsa
affinita ai beta-lattamici, fenomeno riscontrabile soprattutto nello Streptococcus
pneumoniae [12];

» modificazioni strutturali post-trascrizionali quali la metilazione, ad opera di un
enzima codificato dal gene ermA, del’RNA ribosomiale 23S dando luogo ad
una resistenza crociata tra tutti i macrolidi, lincosamidi e streptogramine B
(fenotipo MLSb) o la metilazione del’RNA ribosomiale 16S ad opera di metilasi
specifiche codificate dai geni rmt e arm, che conferisce resistenza agli
aminoglicosidi [12,13];

» sintesi di proteine, quali i fattori di protezione Tet e Qnr, che proteggono
rispettivamente i ribosomi dall’azione delle tetracicline e le DNA topoisomerasi
dallazione dei chinoloni legandosi al target molecolare e proteggendolo
dall'interazione con l'antibiotico [12];

» acquisizione di geni codificanti enzimi in grado di modificare il bersaglio, come
si osserva nella resistenza ai glicopeptidi, diffusa negli enterococchi, dove un
cluster di geni “van” porta alla sintesi di precursori del peptidoglicano in cui il
pentapeptide, fondamentale per la costituzione dei legami crociati e quindi della
stabilita della parete, non sara piu costituito, nella parte terminale, da dimeri di
D-alanina ma da dimeri solitamente di D-ala-D-lattato [12];

» acquisizione di geni codificanti enzimi che svolgono la stessa funzione dei target

antibiotici, ma che al contrario di questi sono insensibili all’inibizione. In questo
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caso piu che una modifica abbiamo un vero e proprio vicariamento del
bersaglio. Esempi sono l'acquisizione dei geni sul o dfr che codificano la
diidropteroato-sintetasi (DHPS) e la diidrofolato reduttasi (DHFR) portando allo
sviluppo di resistenza contro i sulfamidici ed il trimetoprim, o I'acquisizione del
gene mecA che codifica una penicillin binding protein chiamata PBP2A
insensibile a tutte le betalattamine ad eccezione di 2 cefalosporine di 5°
generazione, rendendo di fatto inefficace un’intera famiglia di antibiotici. Il
microrganismo principalmente interessato da questa resistenza mediata dalla
PBP2A ¢ lo Staphylococcus aureus, che prende il nome di Staphylococcus
aureus meticillino resistente (MRSA) [12].
Un secondo gruppo €& determinato dalla compromissione nel passaggio dell’antibiotico
allinterno del batterio. Tale resistenza pud essere naturale, dovuta ad esempio
all'incapacita dei glicopeptidi, data la loro struttura, di attraversare la membrana
esterna dei gram-, oppure acquisita, in seguito ad eventi mutazionali, che portano ad
una riduzione o mancata espressione di porine, proteine presenti nel doppio strato
fosfolipidico esterno e sfruttate per l'ingresso nella cellula da numerose classi di
antibatterici. Ne & un esempio la resistenza dello Pseudomonas aeruginosa ai
carbapenemici data da mutazioni che causano una ridotta espressione della porina
oprD2 [12].
Il terzo gruppo &€ mediato invece da meccanismi di efflusso attivo, in grado di impedire
che il farmaco raggiunga all'interno della cellula concentrazioni tali da esplicare la sua
funzione. Tale sistema di difesa pud essere secondario a eventi genetici che portano
al’aumento dell’espressione di pompe di efflusso, costitutivamente presenti, in grado
di espellere numerose sostanze anche strutturalmente diverse, comprese diverse
classi di antibiotici, potendo conferire una multiresistenza (pompe di efflusso

multidrug). Esistono poi le pompe di efflusso specifiche, selettive per una determinata
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classe di antibiotici, solitamente acquisite in seguito al trasferimento genico orizzontale
di plasmidi [12].

Nell'ultimo gruppo sono inclusi quei meccanismi di resistenza che si esplicano
attraverso la modificazione della struttura chimica del farmaco e una sua conseguente
inattivazione. Tale alterazione & permessa da enzimi specifici. Acetil-transferasi (AAC),
nucleotidil-transferasi (ANT) e fosfo-transferasi (APH) sono in grado di inattivare gli
aminoglicosidi mediante I'aggiunta di gruppi acetili, adenili e fosfati. Si pud osservare
anche l'inattivazione del cloramfenicolo in seguito ad acetilazione ad opera dell’enzima
CAT [12].

Le pB-lattamasi idrolizzando I'anello B-lattamico impediscono [linterazione della
molecola con il bersaglio. Tuttavia, se € pur vero che la struttura fondamentale dei
beta-lattamici € sempre la stessa, costituita dall’acido 6-aminopenicillanico per le
penicilline e 'acido 7-aminocefalosporanico per le cefalosporine, la modificazione delle
catene laterali ne influenza non solo lo spettro d’azione e la farmacocinetica, ma anche
la possibilita di essere riconosciuti 0 meno da determinate beta-lattamasi [14].

Le beta-lattamasi sono una classe di enzimi molto eterogenea dal punto di vista
funzionale con capacita di inattivare B-lattamici differenti e con spettro d’azione
variabile. Quelle a codificazione cromosomica, prodotte costitutivamente e spesso
inducibili sono responsabili di una resistenza intrinseca, che interessera solamente
quella specie batterica. Quelle a espressione plasmidica tuttavia sono quelle di
maggiore riscontro ed interesse in ambito clinico e di salute pubblica. Tale supremazia
si deve alla possibilita di diffondersi ad altri ceppi e specie batteriche mediante
meccanismi di trasferimento genico orizzontale [15].

Vi sono diverse modalita di classificare le p-lattamasi. Ci si pud basare sulla struttura

molecolare suddividendole nelle classi A, B, C, D. In base alle caratteristiche del sito



attivo le classi A, C, D rientrano nelle serina B-lattamasi, mentre la classe B, per la
presenza dello ione zinco nel sito attivo, prende il nome di metallo-B-lattamasi [15].

Un'altra classificazione & quella di distinguere le B-lattamasi in base allattivita
funzionale in 4 gruppi, ulteriormente suddivisibili in sottogruppi indicati con delle lettere,
basandosi sulla loro capacita di idrolizzare differenti composti B-lattamici, utilizzati
quindi come substrati biochimici per la caratterizzazione fenotipica, e sulla sensibilita
all’'azione degli inibitori delle B-lattamasi [15]. Si pu0 osservare una certa correlazione
fra le 2 classificazioni, con il gruppo 1, a cui appartengono le cefalosporinasi, che
corrisponde alla classe C, il gruppo 2 appartenente alle classi A e D & il piu ampio
gruppo di beta-lattamasi, in cui sono incluse le penicillinasi, le ESBL, le beta-lattamasi
ad ampio spettro resistenti agli inibitori e le serin-carbapenemasi; infine il gruppo 3,
sovrapponibile alla classe B, & costituito dalle metallo-beta-lattamasi. 1l gruppo
funzionale 4 include invece enzimi attualmente non ben caratterizzati, e che
probabilmente, una volta che si avranno piu informazioni a disposizione, potranno

essere inseriti in uno dei 3 gruppi precedenti [15].

3 Trasferimento genico orizzontale

Nel regno batterico la trasmissione del corredo genetico, sia esso cromosomico o
plasmidico, non si verifica solo in maniera verticale, mediante scissione binaria, ma
puo avvenire anche in maniera orizzontale, seppure parzialmente, attraverso segmenti
di DNA di dimensioni variabili, permettendo la diffusione, in altri ceppi della stessa
specie o in specie differenti, di geni che possono codificare anche per fattori di
virulenza o di resistenza.

Questo processo pud avvenire mediante 3 diversi meccanismi:

> la trasformazione;



» la trasduzione;

» la coniugazione.
La trasformazione € un processo che permette ad una cellula batterica di captare
dall’ambiente esterno frammenti di Dna eterologo rilasciati da altre cellule ed integrarlo
mediante ricombinazione omologa. Questo meccanismo riguarda quelle specie
batteriche che possiedono tutto il corredo genetico necessario per passare allo stato
di competenza, quali lo Streptococco, la Neisseria e I’'Haemophilus [16].
Nella trasduzione il passaggio di materiale genetico da un batterio all’altro € mediato
dai fagi, virus in grado di parassitare i batteri e sfruttarli come macchinari per la propria
replicazione [16].
Sia la trasduzione che la trasformazione avvengono perd principalmente fra batteri
della stessa specie o strettamente imparentati (dovuti ad esempio all’espressione di
specifici recettori riconosciuti da un determinato fago) [17].
La coniugazione prevede che, per il trasferimento genico, avvenga un contatto,
mediante il pilo sessuale o coniugativo, fra cellula donatrice e cellula ricevente. E con
questo meccanismo che avviene il trasferimento dei plasmidi coniugativi e dei
trasposoni coniugativi [16]. E importante sottolineare che & proprio a livello di questi 2
elementi che si trovano la maggior parte dei geni accessori che codificano per fattori
di resistenza e di virulenza [16]; inoltre i plasmidi e i trasposoni coniugativi possono
diffondersi anche fra specie batteriche diverse e non necessariamente simili fra loro,
diventando il principale determinante della propagazione, anche fra specie batteriche

non correlate, dell’antibiotico resistenza [16,17].



3.1 Plasmidi

| plasmidi sono molecole di DNA extracromosomico, circolari e a doppio filamento, che
possono moltiplicarsi indipendentemente dal cromosoma batterico. Di dimensioni
variabili da 1 a piu di 250 kbp [16,18], non esprimono funzioni indispensabili alla
sopravvivenza del microorganismo quali la replicazione, la trascrizione, la sintesi
proteica e le funzioni metaboliche necessarie all’accrescimento e alla moltiplicazione,
bensi molti dei geni plasmidici sono coinvolti nella virulenza del ceppo e, codificando
tossine, molecole di adesione e di antibiotico-resistenza, conferiscono un vantaggio
selettivo in determinate condizioni [16]. Inoltre, alcuni di questi hanno la capacita,
mediante processo di coniugazione, di trasferirsi da un batterio all’altro, o codificando
loro stessi, mediante i geni tra e mob, il macchinario per il trasferimento genico
orizzontale (self transmissible plasmids), oppure sfruttando I'apparato presente nel
materiale genetico del batterio ma non codificato da quel plasmide (mobilizable
plasmids) che presentera nel suo corredo genetico solo i geni mob [17,19].

Possono essere presenti da una o poche copie fino a diverse centinaia; tuttavia il
numero di copie per quel plasmide, allinterno della cellula € costante. Questo &
permesso dal fatto che la replicazione autonoma dei plasmidi avviene in maniera auto-
regolata, solitamente con strategie di tipo inibitorio, garantendo una proporzionalita
inversa fra il numero di copie e il tasso di replicazione [20,21].

La porzione minima del plasmide in grado di garantire la replicazione e la sua
regolazione & chiamato replicone di base. Questo non solo contiene l'origine di
replicazione, ma contiene anche i geni codificanti specifiche proteine iniziatrici la
replicazione (REP) che si legheranno alla sequenza ori, ed i loro fattori di regolazione

[21].



| plasmidi che possiedono sequenze e meccanismi di controllo della replicazione
identici o simili, vengono definiti incompatibili non potendosi mantenere stabilmente
all'interno di una stessa linea cellulare. Infatti, il meccanismo repressore di un plasmide
percepira un altro plasmide della stessa famiglia di incompatibilita (Inc. group)
semplicemente come un’ulteriore copia, impedendone la replicazione [20].

Plasmidi che invece hanno differenti meccanismi di controllo potranno replicare
indipendentemente uno dall’altro ed ognuno sara ripartito fra le cellule figlie che quindi,
anche dopo numerose divisioni, presenteranno ancora entrambi i plasmidi.

| plasmidi a basso numero di copie presentano inoltre un meccanismo di segregazione
specifico mediato dalla regione Par, che ne permette una eguale ripartizione nelle
cellule figlie. L'incompatibilita plasmidica si puo quindi riscontrare anche fra plasmidi

che presentano le stesse regioni Par. [20]

3.2 Trasposoni

| trasposoni fanno parte degli elementi genetici trasponibili.

Quest’ultimi sono elementi di DNA che possono spostarsi da una parte del genoma
all'altra, sia allinterno della stessa molecola, sia in molecole differenti, compresi i
plasmidi self transmissible mediante un meccanismo di ricombinazione sito-specifico
[16].

L’elemento genico trasponibile di piu piccole dimensioni € chiamato sequenza di
inserzione (IS) e contiene il gene trasposasi e alle due estremita sequenze ripetute
invertite [16].

| trasposoni sono di piu grandi dimensioni, costituiti da uno o piu geni che possono
codificare anche per fattori di virulenza e di antibiotico-resistenza, e sono fiancheggiati

da 2 identiche IS [16]. Possono presentare anche i geni tra ed in questo caso saranno
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chiamati trasposoni coniugativi, e possiederanno la capacita di trasferirsi in altre cellule
batteriche, anche di specie differenti e non strettamente imparentate [19] dimostrando
anche la potenzialita di trasporsi in alcuni casi fra batteri gram negativi e batteri gram

positivi [17].

4 Escherichia Coli

L’Escherichia Coli € un bacillo gram negativo aerobio-anaerobio facoltativo, lattosio
fermentante, che fa parte della famiglia delle Enterobacteriaceae. Il suo habitat
naturale € a livello dell’intestino umano e animale e rappresenta nelluomo la specie
predominante fra i batteri aerobi-anaerobi facoltativi residenti nell'intestino crasso.
Questo fa si che il riscontro di E. coli in un qualsiasi materiale, nel suolo, o nelle riserve
idriche sia indicativo di contaminazione fecale [22]. Basandosi sull’antigene O
(costituito dalla catena polisaccaridica del lipopolisaccaride) € possibile categorizzare
tale specie in numerosi sierotipi e, a parita di sierotipo, € possibile un’ulteriore
differenziazione in base agli antigeni K (rappresentati dal polisaccaride capsulare,
fattore di patogenicita non sempre presente) e H (determinati dalle proteine flagellari)

[22].

4.1 Principali patologie determinate dagli E. coli

Anche se presente fisiologicamente come commensale intestinale, pud essere causa
di infezioni opportuniste in seguito alla localizzazione in altri distretti del’'organismo o
causare infezioni a livello della sua sede naturale in seguito all’acquisizione di specifici
fattori di virulenza [23].

L’E. coli puo portare alla comparsa di:
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» meningiti neonatali (80% sintetizza I'antigene capsulare K1 che ha notevole
azione anti-fagocitaria e sembra contrastare I'azione litica del complemento)
[22].

» Infezioni ascendenti delle vie urinarie, nella maggior parte dei casi determinate
da E. coli denominati uropatogeni in quanto hanno acquisito la capacita di
esprimere specifiche adesine (Pili P mannosio resistenti, fimbrie Dr, AAF/II,
AAF/I), che gli permettono di ancorarsi saldamente all’'urotelio resistendo
all’eliminazione dei batteri che si verifica fisiologicamente con la minzione [23].

» Gastroenteriti, con manifestazioni cliniche differenti in base ai meccanismi
eziopatogenetici sottostanti, a loro volta determinati dalla presenza di differenti,
specifici, fattori di virulenza. L’ Escherichia coli enterotossigeno (ETEC), &
responsabile della diarrea del viaggiatore, una diarrea acquosa, conseguente
all'ingestione di acqua o alimenti contaminati da E. coli in grado di elaborare
almeno 2 tipi di tossine, la LT, termolabile, e la ST, termostabile, i cui effettori
finali sono rispettivamente I'adenilatociclasi e la guanilatociclasi che, rese
costitutivamente attive, determinano una continua fuoriuscita nel lume
intestinale di acqua ed elettroliti. Gli E. coli enteropatogeni (EPEC), grazie ad
una specifica isola di patogenicita, sono in grado di determinare un’adesione
stretta sull’epitelio intestinale, replicarsi attivamente portando alla
degenerazione dei microvilli, causando infine una diarrea mucosa in parte
determinata dal malassorbimento secondario alla distruzione dei microvilli
stessi. Gli E. coli enteroinvasivi (EIEC) sono in grado di invadere le cellule
epiteliali del colon, facendosi fagocitare da quest’ultime, replicarsi al loro interno
e poi diffondere ad altre cellule, con distruzione progressiva dell’epitelio stesso
e reazione inflammatoria che pud essere causa di manifestazioni dissenteriche

(comparsa di febbre, crampi, sangue, muco e leucociti nelle feci) e ulcerazione
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del colon. Gli E. coli enteroemorragici (EHEC) sono causa di malattia
prevalentemente nei paesi industrializzati. Fra gli alimenti piu frequentemente
fonte di contagio rientrano la carne macinata di manzo poco cotta, succhi di
frutta e vegetali crudi. Sono simili ai ceppi EPEC, ma sono in grado di produrre
anche la tossina shiga-like, analoga a quella prodotta dalla Shigella
dysenteriae, che una volta internalizzata nella cellula € in grado di bloccare la
sintesi proteica, con distruzione dei villi e comparsa di diarrea sanguinolenta.
Nei soggetti pediatrici, soprattutto quelli di eta inferiore ai 10 anni, l'infezione si
pud complicare con la comparsa di una sindrome emolitico-uremica (SEU)
caratterizzata da trombocitopenia, anemia emolitica microangiopatica ed
insufficienza renale acuta. Gli E. coli enteroaggreganti (EAEC) sono in grado di
aderire e colonizzare l'intestino tenue e stimolare la formazione di muco che
contribuira alla formazione di un biofilm. Tipica dei paesi in via di sviluppo, tende
a causare diarrea acquosa persistente, con rischio di disidratazione soprattutto
nell'infanzia [23]. Infine, gli E. coli diffusamente aderenti (DAEC) sono causa di
diarrea soprattutto nei bambini di eta inferiore ai 5 anni. Tale aderenza diffusa
e determinata dal fatto che quest’ultimi, dopo un’iniziale adesione agli enterociti,
inducono una trasduzione del segnale con la produzione dell’interleuchina 8
come effettore finale che agira da fattore chemiotattico richiamando i
polimorfonucleati i quali a loro volta stimoleranno gli enterociti a sintetizzare ed
esprimere una maggiore quantita di DAF (fattore accelerante il decadimento),
utilizzato dai DAEC come recettore per l'adesione. Oltre a cid, la sintesi
dellesotossina Sat determina un’alterazione della giunzione intercellulare
causando un aumento della permeabilita paracellulare responsabile delle

manifestazioni diarroiche [24].
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» Setticemia, spesso secondaria ad un’infezione delle vie urinarie o del tratto
gastroenterico, favorita da condizioni predisponenti quali diabete o condizioni di
immunosoppressione [23].

» Colangiti ascendenti, spesso favorite da una condizione predisponente di
ostruzione o stasi biliare [25].

» Polmoniti, riscontrate molto raramente nel setting comunitario rispetto a quello
nosocomiale nel quale rivestono un ruolo importante come agenti eziologici,
soprattutto nei pazienti ricoverati nei reparti di terapia intensiva dove possono

essere causa di polmoniti associate alla ventilazione meccanica (VAP) [26,27].

4.2 Epidemiologia dei pattern di resistenza negli E. coli

Nei gram-, inclusa la famiglia delle Enterobacteriaceae, il meccanismo di resistenza
principale ai beta-lattamici sono proprio le beta-lattamasi [28], soprattutto quelle a
codificazione plasmidica, che grazie a meccanismi di trasferimento genico orizzontale,
ne hanno permesso un’ampia diffusione anche fra specie differenti. Un problema
rilevante di salute pubblica & la diffusione nei gram negativi di resistenze alle
cefalosporine di 3° generazione. Questa resistenza & mediata da 2 principali classi di
enzimi, le ESBL e le AmpC.

Le AmpC sono degli enzimi di classe molecolare C, gruppo funzionale 1 ad
espressione sia cromosomica che plasmidica responsabili di una resistenza
principalmente nei confronti delle cefalosporine di prima e seconda generazione
incluse le cefamicine, I'aztreonam, le penicilline, e presentando una resistenza nei
confronti del blocco dell'attivita da parte degli inibitori delle beta-lattamasi. L’ E. coli
esprime costitutivamente tali enzimi, ma in questa specie I'espressione avviene a bassi

livelli e non € inducibile svolgendo un ruolo di protezione contro i beta-lattamici poco
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significativo. Tuttavia, negli ultimi 30 anni si & osservata la diffusione di tali geni anche
a livello plasmidico, e questi geni solitamente non presentano meccanismi di
regolazione e vengono quindi espressi ad alti livelli conferendo resistenze anche nei
confronti delle ossimino-cefalosporine ma non delle cefalosporine di 4° generazione
quali il cefepime nei confronti delle quali tendono a rimanere suscettibili. Inoltre, anche
mutazioni, sia a livello cromosomico che soprattutto a livello plasmidico, possono
essere responsabili di questa espansione del profilo di resistenza [29,15].

Ad ogni modo questi enzimi contribuiscono solo in maniera parziale alla resistenza nei
confronti delle cefalosporine di 3° generazione. Gli enzimi piu frequentemente coinvolti
in tale fenotipo di resistenza sono le beta-lattamasi a spettro esteso (ESBL: extended
spectrum B-lactamase) [29], che comprende il piu vasto gruppo di enzimi [15] e sulle
quali concentreremo il nostro studio per I'importanza e la diffusione che si sta
osservando negli ultimi 3 decenni.

Sono prevalentemente enzimi di classe molecolare A, gruppo funzionale 2,
sottogruppo be, capaci di idrolizzare, oltre alle penicilline e alle early cefalosporine,
anche le ossimino-cefalosporine ed i monobattamici ed hanno un’attivita spesso
elevata nei confronti delle cefalosporine di 4° generazione (cefepime e cefpirome)
mentre non idrolizzano le cefamicine (cefoxitina e cefotetan) né i carbapenemici;
inoltre vengono inibite in vitro dagli inibitori delle B-lattamasi (acido clavulanico,
tazobactam, sulbactam, avibactam) [15,30]. E importante specificare che questa
inibizione potrebbe non verificarsi in vivo, in seguito alla iperproduzione di enzima o
alla co-produzione di beta-lattamasi resistenti agli inibitori [30]

All'interno di questo sottogruppo funzionale, & possibile poi distinguere diverse famiglie
di enzimi, sulla base dell'omologia della struttura amminoacidica primaria; quelle piu

frequentemente isolate sono le SHV, TEM, CTX-M [15].
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Inizialmente individuate verso la fine degli anni '80 [28] quando, in seguito allo sviluppo
e successiva messa in commercio di ben 24 beta-lattamici, di cui 15 cefalosporine [31],
si riscontrarono diversi focolai di infezioni da Enterobacteriaceae resistenti alle
cefalosporine di 3° generazione [28].

Successivamente all'isolamento e identificazione degli enzimi coinvolti in questi
pattern di resistenza, si osservo che la predominanza era di derivazione SHV o TEM
[28,32] in seguito alla sostituzione di pochi amminoacidi nelle regioni codificanti [32].
A partire dai primi isolamenti alla fine degli anni 80, si & osservata una massiva
diffusione, dal 1995 in poi, degli enzimi CTX-M ora presenti in gran parte del mondo,
diventando, dal punto di vista epidemiologico, uno dei maggiori responsabili
dellaumento assoluto delle ESBL nelle Enterobacteriaceae e, in alcune specie
batteriche, incluso I'E. coli, la principale causa della resistenza a spettro esteso
[33,34,35].

In Italia si € osservato un progressivo aumento delle Enterobacteriaceae ospitanti
ESBL. Studi condotti a partire da campioni provenienti da pazienti sia nosocomiali che
comunitari, hanno dimostrato un incremento delle infezioni da enterobatteri ESBL
positivi, passando da una prevalenza del 6,4% nel 2003 al 14,4% nel 2013.
Precisamente, in ambito nosocomiale si & passati dal 6,3% nel 1999 al 7,4% nel 2003,
per arrivare al 18,4% nel 2013. Per i pazienti con infezioni comunitarie non si hanno
dati riferibili al 1999, ma dal 2003 al 2013, quindi nell’arco di 10 anni, si &€ osservato un
incremento dal 3,5% all'11% [36,37,38].

Questo andamento generale rispecchia quello delle infezioni determinate dagli E. coli.
Infatti, sul totale delle infezioni da Escherichia coli, quelle ESBL positive sono passate
dal 3,6% al 15,6% nell’arco di 10 anni. Precisamente, in ambito nosocomiale, c’é stata

un’evoluzione dall'1,2% nel 1999 al 4,4% del 2003, raggiungendo il 23% nel 2013.
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Anche nelle infezioni comunitarie, spesso infezioni endogene delle vie urinarie, si &
osservato un aumento dal 1,9% del 2003 al 10.9% del 2013 [36,37,38].

Sulla base dei dati ottenuti dal report annuale della rete di sorveglianza dell’antibiotico-
resistenza europea (EARS-Net 2018), considerando la media europea dei paesi, la
situazione € analoga, con un tasso di E. coli resistenti alle cefalosporine di 3°
generazione del 15,1%. Tuttavia, andando ad indagare i tassi di resistenza nei singoli
paesi, si osserva un’ampia divergenza, con i valori piu elevati presenti nei paesi del
sud Europa ed est Europa. Nel 2018, a 5 anni di distanza, la resistenza alle
cefalosporine di 3° generazione in Italia e risultata essere del 28,7% [39]. Bisogna pero
precisare che un confronto diretto fra i dati della sorveglianza a livello nazionale attuata
nel 2013 e quella fatta nel 2018 e trasmessa a livello europeo non sarebbe appropriato
poiché 'TEARS-Net prende in considerazione solo la resistenza alle cefalosporine di 3°
generazione senza indagare il meccanismo alla base.

E tuttavia vero, come descritto precedentemente e come & possibile anche osservare
nello studio nazionale del 2013, che la maggior parte della resistenza alle
cefalosporine di 3° generazione € mediata dalle ESBL piuttosto che dalle AmpC [38].

Anche confrontando la resistenza per le altre classi antibiotiche quali i fluorochinoloni,
gli aminoglicosidi e le aminopenicilline, la situazione € la medesima, con I'ltalia che si
colloca sempre al di sotto della media europea. Dato molto positivo riguarda la
resistenza europea ed italiana degli E. coli ai carbapenemici, rispettivamente inferiore
allo 0,1% e allo 0,5% [39]. La tabella sottostante riporta la percentuale di E. coli
resistenti alle aminopenicilline, ai carbapenemici, alle cefalosporine di 3° generazione,
agli aminoglicosidi, ai fluorochinoloni e quelli che presentano co-resistenza agli ultimi

3 antibiotici citati, isolati da campioni di sangue o di liquido cefalorachidiano.
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Antibiotico-resistenza degli E. coli nell'uomo
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Figura 1. Occorrenza della resistenza antibiotica negli E. coli ottenuti da campioni

ematici o di liquido cefalorachidiano in Italia e nel’Unione Europea.

5 Sviluppo e diffusione dell’antibiotico resistenza

5.1 Ruolo dell’uso antibiotico nelluomo e negli animali

La maggior parte degli antibiotici attualmente conosciuti ed in uso sono di origine
semisintetica, sviluppati a partire da composti naturali. Tali sostanze infatti, nel
normale processo evolutivo di selezione naturale, hanno conferito un beneficio in
termini di sopravvivenza in ambienti ostili ai microrganismi produttori, fungendo da
segnali di comunicazione intercellulare, o permettendo un vantaggio nutrizionale
contro microrganismi che competono per le stesse sostanze nutritive. Al contrario i
meccanismi di resistenza si sarebbero sviluppati come meccanismo di difesa a
sostanze nocive prodotte da altri organismi. Oltre a cio, un’altra possibilita & che gli
enzimi e le varie proteine responsabili dei meccanismi di resistenza, riscontrati in
batteri anche risalenti a migliaia di anni fa, svolgessero ruoli metabolici di vario genere,
e che solo nell'ultimo secolo, come conseguenza dell’attivita umana ci sia stato un

cambio nel loro ruolo funzionale [40,41,42,43].
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Tuttavia, pur trattandosi di un processo naturale, la comparsa e diffusione
dell’antibiotico-resistenza é stata ed & fortemente incentivata dall’'uso degli antibiotici.
Questi infatti, mediante un meccanismo di pressione selettiva, sono in grado di
eliminare non solo i microrganismi patogeni sensibili e responsabili dell'infezione ma
anche quelli appartenenti alla normale flora microbica residente, lasciando liberi i
batteri resistenti di crescere, moltiplicarsi ed espandersi divenendo la popolazione
predominante.

Oltre a cio i batteri, durante i meccanismi di duplicazione del Dna, possono andare
incontro ad eventi mutazionali, casuali, determinati dagli errori di replicazione della
DNA polimerasi, che tuttavia potrebbero conferire potenziali caratteristiche di
resistenza [41,44]; e se tale evento mutazionale si verifica in un ambiente in cui &
presente un’elevata concentrazione antibiotica, i batteri con tale mutazione saranno
favoriti nella sopravvivenza e successiva replicazione rispetto agli altri microrganismi
della stessa specie.

A contribuire a tale antibiotico-resistenza vi &€ anche la cattiva gestione di tali presidi
farmacologici, che spesso vengono prescritti anche quando non necessari, 0 con
posologia o durata del trattamento inadeguate. Su questi aspetti determinante &
I'azione del medico; ma a giocare un ruolo rilevante & anche una corretta informazione
del paziente, per garantirne un’adeguata compliance.

Importante & anche la scelta corretta del giusto antibiotico. Nel caso di forme severe
di infezione, quali la sepsi, fondamentale & I'inizio precoce del trattamento antibiotico,
che sara, non conoscendo I'agente eziologico, empirico, con la combinazione di 2 o
piu farmaci ad ampio spettro. Successivamente alla diagnosi microbiologica e alla
determinazione del profilo di resistenza, € importante passare ad una terapia piu
mirata [45]. Questa terapia, agendo in maniera piu selettiva nei confronti dell’agente

eziologico, ridurra I'azione sulla flora microbica presente e sullo sviluppo di resistenze.
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| dati provenienti dal’lESAC-Net (European Surveillance of Antimicrobial Consumption
Network) offrono una chiara evidenza dell’associazione fra i tassi di resistenza nell’E.
coli e il consumo di antibiotici a livello ospedaliero e comunitario in ciascuna nazione.
| consumi fra le varie nazioni presentano un ampio divario, e nelle nazioni in cui si ha
un maggiore utilizzo di antimicrobici si osserva anche un maggior tasso di resistenze
[39,46,47].

Il secondo report congiunto fra EMA, ECDC ed EFSA sull'analisi integrata del consumo
di agenti antimicrobici e insorgenza di resistenza antimicrobica nei batteri provenienti
dalluomo e dagli animali da produzione alimentare evidenzia come il consumo medio
di antimicrobici negli animali da allevamento sia piu alto (152mg/kg) rispetto a quello
sulluomo (124mg/kg). In ltalia tale divario & ancor piu considerevole passando da un
consumo di 166.9 mg/kg nelluomo a 359.9 mg/kg negli animali da produzione
alimentare [46].

La scelta di tale unita di misura, utilizzata in ambito veterinario e per questo confronto
adattata alluomo, & dovuta al fatto che non & sufficiente basarsi sulla vendita
complessiva di principio attivo, poiché risulterebbe improprio in quanto non tiene conto
della quantita totale di animali a cui questi vengono somministrati. Si utilizza come
indicatore per esprimere le vendite di farmaci, i milligrammi di principio attivo venduti
per PCU (population correct unit) in Kg. La PCU & calcolata moltiplicando, per ciascuna
categoria di bestiame, il numero di animali da allevamento per il loro peso teorico nel
momento piu probabile del trattamento. Per avere un’idea della quantita di farmaci di
cui stiamo parlando, in Europa, nel 2017, si sono vendute 6634,4 tonnellate di
antibiotici (il dato prende in considerazione solo la quantita di principio attivo) per uso
veterinario negli animali d’allevamento, con una vendita in Italia di 1057,8 tonnellate.
Nel nostro paese piu del 60% di questi sono costituiti principalmente da 3 classi di

antibiotici: le penicilline, le tetracicline e i sulfamidici. L’utilizzo delle cefalosporine di 3°
20



e 4° generazione rappresenta uno 0,14% del totale, che corrisponde comunque 1,5
tonnellate complessive di sostanza [48]. Tuttavia, questi dati non ci permettono di
valutare come le varie classi di antibiotici vengono distribuite nelle varie linee
produttive presenti in un determinato paese, quali ad esempio quella suinicola e
avicola, piu a rischio per I'effettuazione di trattamenti di gruppo mediante mangime ed
acqua abbeverata come via di somministrazione [49,50]. Questi trattamenti di gruppo
sono alla base della profilassi e della metafilassi e, in base al tipo di infezione che
influenza la potenziale via di somministrazione del farmaco, anche a scopi terapeutici.
La metafilassi ha lo scopo di trattare gli animali malati ma soprattutto prevenire e
controllare la diffusione della malattia negli animali sani a stretto contatto che
potrebbero gia presentare l'infezione a livello subclinico, quando per tale controllo non
sono disponibili alternative adeguate [49,50].

Come per 'uomo, anche in questo caso la pressione selettiva secondaria all’'uso degli
antibiotici favorisce lo sviluppo e la persistenza di geni di antibiotico-resistenza. La
regolamentazione del loro utilizzo € fondamentale per ridurne I'abuso, come il divieto
imposto nel 2006 del loro utilizzo come fattori di crescita nell’Unione Europea [51].

In Italia, la percentuale di Escherichia coli completamente sensibile a tutti gli antibiotici
usati come indicatori nel programma di sorveglianza europeo, conformemente alla
Commission Implementing Decision 2013/652/EU, nelle varie linee produttive era
rispettivamente del 10,6% nei suini, 15,3% nei polli da carne, 19,4% nei vitelli di eta
inferiore ad un anno e del 12,9% nei tacchini [52].

Per quanto riguarda le resistenze, il riscontro dei valori piu elevati si ha nei confronti
dell’ampicillina, tetraciclina, sulfametossazolo, trimetoprim, ciprofloxacina per le quali

gli E. coli isolati dai polli e dai tacchini presentano valori superiori al 50% [52].
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Per quanto riguarda i dati provenienti da suini e vitelli, valori inferiori al 50% si hanno
solo per la ciprofloxacina, anche se con un grande divario fra i 2 in quanto mentre per
i suini questa si attesta sul 22,4%, nei vitelli & del 47,6% [52].

La resistenza alle cefalosporine di 3° generazione, precisamente al cefotaxime ed al
ceftazidime, erano rispettivamente del 2,4% e 1,8% nei polli da carne, 1,2% per
entrambe le sostanze nei tacchini, 1,2% e 0,6% per i suini, e 5,3% per entrambe le
sostanze nei vitelli di eta inferiore ad un anno [52].

Occorrenza della resistenza antibiotica degli
E. coli negli animali d'allevamento italiani
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Figura 2. Tassi di occorrenza delle resistenze in isolati di E. coli ottenuti da campioni

cecali animali.

Anche per gli animali si pud osservare come, in linea generale, le resistenze di
maggiore riscontro siano proprio nei confronti degli antibiotici piu venduti. Questi dati
confermano il rapporto che esiste fra la vendita e il consumo di antibiotici e la rispettiva
resistenza negli animali da produzione alimentare sia nel singolo stato, sia fra i vari

stati.
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Questo approccio, valutando la percentuale di E. coli resistenti su isolati di E. coli
selezionati casualmente, fornisce un grado di sensibilita inferiore rispetto a quello
ottenuto effettuando un monitoraggio specifico con terreni di coltura selettivi.

Il monitoraggio specifico & in grado di rilevare un numero molto basso di isolati
resistenti presenti all'interno di campioni provenienti dal cieco degli animali e ottenuti
al momento della macellazione, permettendo di ottenere dati inerenti la prevalenza di
questi batteri resistenti nel bestiame.

Con il monitoraggio specifico degli E. coli ESBL effettuato nel 2017 per i suini e i bovini
e nel 2018 per i polli e i tacchini da carne i dati italiani identificano una prevalenza di
ESBL nel pollame del 63,7%, nei tacchini del 53,1%, nei maiali del 69,2%, e nei vitelli
del 86,8% [52].

La scelta di valutare il tasso di resistenza nella popolazione di E. coli € dovuta al fatto
che, in quanto commensali intestinali, sono costantemente sottoposti alla pressione
selettiva antibiotica ogniqualvolta si attua una somministrazione di antimicrobico.
Possono quindi essere utilizzati come indicatori del tasso di resistenza in una
determinata area geografica e del rischio di una sua disseminazione. Una potenziale
via di diffusione & quella che vede un coinvolgimento diretto dei microrganismi, che
possono trasferirsi in altri organismi superiori, passando dagli animali all’uomo,
dalluomo agli animali, da una persona all’altra, o da un animale all’altro; animali
spesso costretti a vivere a stretto contatto gli uni con gli altri per via degli spazi ridotti
in cui vengono allevati [52].

L’altra potenziale via di diffusione riguarda la trasmissione esclusiva delle resistenze
mediante trasferimento genico orizzontale in altre specie, comprese quelle patogene
sia per 'uomo che per gli animali; condizione che pud verificarsi anche all’interno del
lume intestinale [53]. L’acquisizione da parte di agenti patogeni di uno o piu pattern di

resistenza risulta infatti essere un importante problema di salute pubblica e veterinaria
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in quanto queste infezioni, piu difficili da debellare, comporteranno importanti costi, sia

in termini di vite umane e animali che economici [52].

5.2 Ruolo del contatto diretto ed indiretto

La diffusione di microrganismi resistenti pud avvenire da persona a persona. Un
soggetto che presenta un’infezione o anche solo una colonizzazione da ceppi
resistenti pud trasmetterla ad altri soggetti.
Nel caso delle Enterobacteriaceae, la via di trasmissione €& oro-fecale e pud essere
diretta o piu frequentemente indiretta.
La trasmissione diretta € rara e si ha per contatto diretto fra I'individuo sano e quello
malato. Ha rilevanza solo in particolari ambienti come quello domestico, ospedaliero o
in comunita quali quella infantile.
La via indiretta € quella piu frequente. In questo caso il contatto fra i due soggetti &
mediato da diversi vettori o veicoli:

» cibo;
fluidi;
suolo;
mani;

mosche;

vV V V VvV V

oggetti inanimanti, che hanno particolare rilevanza soprattutto in luoghi chiusi
quali gli ospedali e le abitazioni.

E proprio il setting ospedaliero quello dove si osserva il piu alto carico di batteri
resistenti in virtu della vicinanza di un elevato numero di persone ricoverate e I'uso
considerevole di molti antibiotici che concorrono a creare un ambiente favorevole allo

sviluppo e disseminazione di resistenze. 5 differenti vie, fra loro strettamente
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interconnesse sono alla base del rischio di colonizzazione o infezione di soggetti
suscettibili da parte di batteri resistenti [54]:

» trasmissione dei microorganismi dal paziente colonizzato o infetto al personale
sanitario, a livello soprattutto di mani, guanti ed abiti;
trasmissione dal paziente al’ambiente circostante;
trasmissione dall’ambiente al personale sanitario;

trasmissione dal personale sanitario a pazienti suscettibili;

YV V VYV V¥V

trasmissione dall’ambiente al paziente. “A supporto di questa affermazione
alcuni studi hanno dimostrato che un paziente ricoverato in una stanza in cui
era precedentemente assistito un soggetto portatore di microrganismi resistenti
aveva un maggiore rischio di divenire colonizzato a sua volta” [54,55,56].

Fondamentale €& agire in modo preventivo per interrompere queste vie di
disseminazione mediante un accurato lavaggio delle mani, una sanificazione
ambientale, e ricorrendo alle precauzioni da contatto quando necessario [54,57].

Oltre al contatto interumano, in alcuni studi si € osservato che particolari categorie
professionali, come gli allevatori, lavorando a stretto contatto con gli animali,
presentano un aumentato rischio di colonizzazione da parte di batteri resistenti

[58,59,60].

5.3 Ruolo della catena alimentare

La via alimentare rappresenta un’ulteriore potenziale via di diffusione di batteri
resistenti come di quelli patogeni, rientrando nelle vie di trasmissione oro-fecale.

Fra gli alimenti coinvolti vi sono quelli che vengono consumati crudi, come i vegetali.
Anche la carne gioca un ruolo importante, soprattutto se non adeguatamente cotta, e

la stessa cosa interessa il latte assunto senza preventivi trattamenti di pastorizzazione.

25



Il passaggio alluomo pud avvenire non solo mediante I'ingestione ma anche attraverso
la semplice manipolazione del cibo a mani nude [61,62].

Il monitoraggio selettivo a livello europeo degli Escherichia coli ESBL produttori nella
carne di suino, vitello e pollo ha identificato una prevalenza rispettivamente del 4,7%,
3,9% e 25,7%. In ltalia i dati sono rispettivamente del 7,0% per la carne di suino, 8,1%
per la carne di vitello e del 54,4% per la carne di pollo. Si pud osservare come, per la
carne di pollo e di vitello, il valore € piu del doppio rispetto alla media dei paesi europei
[52].

Confrontando questi dati con quelli relativi alla prevalenza degli E. coli ESBL nelle feci
degli avicoli, che risulta essere del 63,7% possiamo osservare come i dati siano
parzialmente sovrapponibili, con la resistenza nella carne di pollo che appare essere
leggermente inferiore rispetto a quella riscontrata nell’animale [52].

“Al contrario, per quanto riguarda i suini ed i vitelli, i valori riscontrati nella carne sono
notevolmente inferiori rispetto a quelli trovati a livello fecale. Questo potrebbe essere
dovuto al fatto che in questi animali di maggiori dimensioni i batteri presenti a livello
fecale non contaminano le carcasse durante il processo di macellazione, o che le
contaminano ma vengano poi successivamente rimossi durante il processo di
lavorazione” [52].

Il riscontro di E. coli resistenti nella carne pud avere alla base diverse vie di
trasmissione. La carne potrebbe contaminarsi durante il processo di macellazione
attraverso il contatto con il pellame o con i visceri ed il loro contenuto. Si potrebbe
verificare anche in seguito al contatto con 'ambiente di lavorazione circostante, i
macchinari e gli strumenti di lavoro, oppure la contaminazione della carne potrebbe
essere causata dai lavoratori stessi durante la sua manipolazione [52,61].
Un’ulteriore conferma sul ruolo giocato dalla carne come via di trasmissione deriva

dall’'analisi genetica del profilo di resistenza. Valutando infatti la sovrapposizione e la
26



concordanza fra i geni di resistenza riscontrati nel cibo e nelluomo si ha una visione
piu chiara sul suo ruolo come fonte di disseminazione. Un esempio lo si pud trovare in
uno studio che, mettendo a confronto i geni di resistenza codificanti le beta-lattamasi
a spettro esteso nella carne di pollame e in tamponi rettali umani, ha osservato come
questi siano identici nella maggior parte dei casi [63].

Tale via di diffusione non si limita alle realta locali, ma la massiva importazione ed
esportazione di prodotti alimentari rende il problema globale [62].

Per quanto riguarda la presenza di microrganismi antibiotico-resistenti in frutta e
verdura, piu che ad un diretto uso degli antimicrobici in agricoltura, molto limitato
rispetto all’'uso veterinario sia per quantita che per numero di classi antibiotiche, nello
sviluppo di tali caratteristiche potrebbero giocare un ruolo I'irrigazione delle colture o
'uso di letame contaminati da batteri resistenti e/o antibiotici [64,65,66].

La predominanza di Enterobacteriaceae che albergano le ESBL nelle verdure sono
specie ambientali mentre le Enterobacteriaceae fecali nelle quali rientra I'E. coli sono
solo occasionalmente identificate [67]. La prevalenza di Enterobacteriaceae fecali
ESBL positive nei vegetali & solo dello 0,8%, con valori leggermente piu elevati per gli
ortaggi da radice e gli ortaggi da bulbo dove si sono riscontrati valori del 2,2% [67]. Si
puo quindi osservare come, rispetto alla carne, questi costituiscano solo un piccolo
reservoir, che comunque non deve essere sottovalutato in quanto molti vegetali
vengono consumati direttamente crudi e sono stati in alcuni casi alla base di eventi
infettivi epidemici da parte di varianti patogene di E. coli [67,68].

“Complessivamente, il rischio per la salute pubblica dato dall’assunzione di vegetali
contaminati da specie resistenti dipende si dal rischio di ingestione di batteri
opportunisti o patogeni che potrebbero poi causare infezioni piu difficili da eradicare,

ma soprattutto dalla frequente assunzione di microrganismi ambientali innocui che
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potrebbero fungere da rifornimento continuo di resistenze trasmissibili poi alla flora

microbica residente” [69].

5.4 Ruolo dei viaggi internazionali

Milioni di viaggiatori si spostano ogni anno oltre i confini nazionali per motivi di lavoro
0 a scopo turistico. Non tutte le mete sono perd uguali per quanto riguarda il rischio di
acquisire batteri produttori di ESBL, contribuendone poi alla diffusione una volta
ritornati nel proprio paese di origine.

La presenza di batteri con tale resistenza non & esclusiva dellambiente ospedaliero;
infatti un numero sempre maggiore di infezioni delle vie urinarie, che rientrano fra le
infezioni batteriche riscontrate piu frequentemente in ambito comunitario, ed il cui
agente patogeno piu frequente € I'E. coli, risultano essere resistenti alle cefalosporine
di 3° generazione [70].

In ambito comunitario si pud osservare, fra le diverse aree geografiche del globo, una
notevole differenza nella prevalenza di portatori fecali di E. coli ESBL.

In Europa e in America tale tasso si aggira intorno al 2-4% mentre nelle aree del Medio
Oriente, del sudest asiatico e dell’Africa, raggiungono tassi rispettivamente del 15, 22
e 22%, arrivando a valori stimati, nel Pacifico occidentale, del 46% [71].

Il fatto che questi valori cosi elevati si riscontrino proprio nei paesi in via di sviluppo
non & casuale. La presenza di situazioni sociali ed economiche piu sfavorevoli,
maggiore poverta, alta densita di popolazione e sovraffollamento ospedaliero, scarso
accesso allacqua potabile e smaltimento delle acque reflue difettoso, inadeguato
lavaggio delle mani, I'eccessivo ed improprio uso degli antibiotici nella gestione delle

infezioni empiriche e nelle attivita produttive agricole sono tutti meccanismi favorenti
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la disseminazione di malattie a trasmissione oro-fecale, cosi come delle
Enterobacteriaceae ESBL positive [71,72,73,74,75,76].

Il viaggio in questi paesi € uno dei principali fattori di rischio. Uno studio prospettico
svedese del 2010 riportod tassi di resistenza dell’'88% nei soggetti di ritorno dall’India,
del 32% nei soggetti provenienti dalle altre regioni asiatiche e del 29% per coloro che
erano di ritorno dalle regioni del Medio Oriente [77].

Un’ulteriore suddivisione si puo fare, nei soggetti di ritorno provenienti da questi paesi,
fra coloro che durante il loro viaggio allestero hanno sviluppato la diarrea del
viaggiatore e chi non I'ha sviluppata.

Tale manifestazione diarroica € nella gran parte dei casi causata dall’ Escherichia coli
enterotossigeno, introdotto nell’organismo mediante cibi o bevande contaminate. ||
rischio di incorrere in tale manifestazione € in funzione del paese nel quale ci si reca,
toccando punte del 60% per quei paesi caratterizzati da condizioni igienico-sanitarie
ridotte [78]. L’infezione gastrointestinale e la conseguente diarrea potrebbero essere
alla base di una disbiosi nel lume intestinale che faciliterebbe la successiva
colonizzazione e persistenza di ceppi resistenti [79].

Infatti, un recente studio ha dimostrato come, fra i viaggiatori che si sono recati nel
subcontinente indiano, lo stato di portatore negli individui che non avevano presentato
episodi di diarrea era del 23%, mentre raggiungeva valori del 47% in caso contrario
[80].

Fra coloro che sono ricorsi all'uso di antibiotici per la gestione dell'infezione, i valori
sono stati ancora piu alti, arrivando a tassi di occorrenza dell’80% [80].
Probabilmente il loro uso, alterando il microbiota intestinale, ne compromette la
capacita di resistere a nuovi intrusi [79,81].

Tale stato di portatore, dal momento del ritorno nel proprio paese di origine, tende a

persistere solo per un breve periodo di tempo. Solo una percentuale variabile dal 5 al
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35% € ancora positiva dopo 6 mesi [77,79,82,83,84]. Tuttavia, in questo relativamente
breve arco temporale si puo verificare una trasmissione intrafamiliare ed infine anche

la possibilita che questi batteri resistenti raggiungano gli ospedali locali [79].

5.5 Ruolo dell’ambiente

La resistenza batterica che si osserva negli animali da produzione alimentare pud
diffondersi al’'uomo non solo per via alimentare, ma anche attraverso vie quali 'acqua
o altre contaminazioni ambientali che vanno a costituire un ulteriore e massivo
reservoirr.

L’E. coli é utilizzato come indicatore microbiologico di qualita delle acque. La sua
presenza in tali habitat secondari € indice di inquinamento fecale, ma considerando
'occorrenza di resistenze multiple in tale specie, pud fungere anche da vettore di
resistenze sia in altri organismi superiori, mediante l'abbeveraggio di acqua o
'assunzione di cibi contaminati, soprattutto quelli consumati crudi o poco cotti, un po’
come avviene per la diffusione di infezioni a trasmissione oro-fecale, sia ad altri
microrganismi patogeni mediante trasferimento genico orizzontale, aumentando il
rischio di incorrere poi in infezioni da microrganismi multi-resistenti difficiimente
trattabili.

Quando si parla di resistenza ambientale, I'acqua, considerando I'importante e
massivo utilizzo che se ne fa e il ricircolo a cui va incontro nell’ecosistema, gioca un
ruolo chiave fungendo non solo da habitat ma anche da sistema di trasporto e
diffusione per i microrganismi.

L’uso del letame come fertilizzante e le feci degli animali da pascolo giocano un ruolo
nella diffusione di Enterobacteriaceae fecali ESBL positive nel suolo e

successivamente nelle acque di superficie [65].
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Anche gli animali selvatici, come gli uccelli, nelle cui feci si sono riscontrati anche
batteri resistenti ad antibiotici comunemente usati a scopo medico e veterinario, sono
non solo un indice del coinvolgimento ambientale, ma possono essi stessi poi
contribuire all’'ulteriore diffusione [85,86].

Tuttavia, il principale determinante della costituzione di tale reservoir sembrano essere
le acque reflue provenienti da tutte le attivita umane, da quelle domestiche a quelle
industriali, urbane, commerciali e agricole.

Queste acque, fortemente inquinate, non solo dal punto di vista chimico-fisico ma
anche microbiologico, sono un importante reservoir di microrganismi, anche
potenzialmente patogeni, e di resistenze. In via teorica non dovrebbero giungere come
tali nellecosistema, ma subire prima un processo di depurazione negli appositi
impianti; tuttavia a livello globale secondo le stime del’lUNDP e del’UN-Habits, quasi
il 90% di tutte le acque di scarico vengono immesse nell’ambiente non trattate [87].
Questo riguarda soprattutto i paesi in via di sviluppo per la mancanza o disfunzione
degli impianti di trattamento delle acque di scarico [87]. Anche particolari condizioni
metereologiche, quali piogge abbondanti e intense, possono causare uno
straripamento delle acque reflue non ancora trattate nellambiente [86,88,89]. Inoltre,
nonostante la notevole efficacia dei depuratori, in grado di abbattere oltre il 99% della
carica microbica, la concentrazione di coliformi nelle acque post-trattamento pud
risultare ancora significativamente elevata [90].

La concentrazione di batteri negli effluenti dei depuratori & molto variabile, anche in
conseguenza della tipologia di processi adoperati e dal tipo ed origine delle acque di
scarico in arrivo all'impianto, con valori che tuttavia possono raggiungere anche le
migliaia di cfu/ml di Escherichia coli [86,90,91].

Di queste migliaia di batteri su millilitro rilasciate dagli impianti, la percentuale di

Escherichia coli resistenti, ed in particolare quelli con fenotipo ESBL, sono anch’essi
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fortemente variabili, da paese a paese come anche, all'interno di uno stesso paese fra
un impianto e I'altro, con valori che possono andare da meno dell’1% a valori del 18%
0 piu [86,91,92].

Naturalmente, riversandosi poi nei fiumi, laghi o direttamente nei mari od oceani in
base alla localizzazione geografica dell'impianto, subiranno un’ulteriore diluizione,
solitamente di 2-3 ordini logaritmici in base 10 [86,91,93]. In base alla concentrazione
microbica presente infine sulle acque di superficie, e sulla base delle normative vigenti
in quel determinato stato, si basera la possibilita 0 meno di poterle utilizzare a scopi
ricreazionali. Ad ogni modo l'utilizzo di queste da parte dei bagnati pud essere
considerata una potenziale fonte di esposizione a E. coli ESBL con successivo rischio
di colonizzazione che si andra a sommare alle altre vie descritte precedentemente
quali quella alimentare e quella secondaria al contatto diretto od indiretto con animali
0 persone [86,94].

Questi batteri oltre a essere portatori di resistenze, possono in alcuni casi esprime
anche fattori di virulenza. Franz E. et al, in uno studio pubblicato nel 2015, hanno
dimostrato come, fra gli E. coli ESBL positivi isolati dalle acque di superficie, ben il 6%
era potenzialmente uropatogeno e un ulteriore 8,5% potenzialmente enteropatogeno,
precisamente il 6,1% era enteroaggregante e il 2,4% enterotossigeno [95].
L’ingestione accidentale di acqua durante l'attivita ricreazionale non pone solo un
rischio di colonizzazione da parte di batteri resistenti, ma anche il rischio di incorrere
in eventi infettivi, nella maggior parte dei casi caratterizzati da manifestazioni Gl, senza
pero escludere la possibilita di interessamento di altri distretti, tra i quali quello urinario
[88,96,97]. In particolare, il rischio di incorrere in infezioni Gl sembra essere correlato
al tipo di attivita acquatica svolta e dalle attivita metereologiche che si sono sviluppate
nei giorni o nelle ore precedenti. Infatti, il rischio & maggiore nel caso si siano verificate

piogge intense nelle ore precedenti per via della maggiore concentrazione di
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microrganismi che viene trasportata e si riversa in mare [88]. Per quanto concerne
I'attivita ludica svolta, gli sport come il surf, che comportano un maggiore contatto con
'acqua e un maggiore rischio di una sua ingestione, presentano un rischio relativo di
incorrere in manifestazioni infettive maggiore rispetto a coloro che non entrano in

acqua o che fanno attivita che richiedono un ridotto contatto come il canottaggio [97].

6 Rilevanza clinica dell’antibiotico resistenza nelle infezioni umane

Sempre piu frequentemente si stanno osservando infezioni da microrganismi resistenti
sia in ambito ospedaliero che comunitario. Queste resistenze comportano non solo un
ritardo nellinizio di un trattamento appropriato, ma anche una difficolta
nell’eradicazione dell'infezione esitando, nel peggiore dei casi, nella morte [98].
L’aumento nella prevalenza di infezioni da microrganismi resistenti fa si che molti
antibiotici, precedentemente utilizzati come terapia empirica di prima linea per il
trattamento di una specifica infezione, ora siano inefficaci, ricorrendo al trattamento
con farmaci piu recenti, piu costosi, € spesso anche a piu ampio spettro e che per
questo dovrebbero essere riservati a condizioni piu severe, o a farmaci di vecchia data,
che erano stati superati per via dei loro effetti collaterali, ma che in alcuni casi
oggigiorno risultano l'unica terapia disponibile. Ne &€ un esempio la colistina che
presenta numerosi effetti collaterali fra i quali la nefrotossicita che pud portare ad
insufficienza renale ma che in alcuni casi risulta essere l'unica opzione per |l
trattamento di infezioni ormai resistenti a qualsiasi altra molecola antibiotica [99].
Nonostante la scarsita di dati e la possibilita di attuare diversi approcci per determinare
la mortalita causata da infezioni resistenti, rendendo di fatto questi numeri solo una
sottostima della reale entita del problema [100], si ritiene che circa 700000 persone

muoiano ogni anno per infezioni da batteri resistenti [101]. Se la corrente tendenza
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riguardo la diffusione di tali infezioni e conseguente mortalita, come anche lo scarso
investimento nella sintesi di nuovi antimicrobici, non subira un’inversione di rotta, si
stima che nel 2050 si possa arrivare a 10 milioni di decessi I'anno [101].

Bisogna inoltre tenere a mente che questa diffusione delle resistenze si ripercuote in
numerosi altri ambiti sanitari come quello dei pazienti oncologici in trattamento
chemioterapico dove la terapia antibiotica risulta fondamentale per evitare e
combattere le infezioni, o negli interventi chirurgici, soprattutto quelli contaminati o
sporchi, dove il buon outcome & determinato anche dalla profilassi antibiotica e dalla
disponibilita di un’efficace terapia laddove si verificasse un’infezione [101].

Oltre al risvolto sanitario vi € anche quello economico, infatti le infezioni resistenti
necessitano per il trattamento di costi maggiori e i pazienti spesso richiedono
un’ospedalizzazione di maggiore durata [102].

Nei paesi in via di sviluppo del sud dell’Asia la massiva prevalenza di resistenze nei
confronti del’ampicillina come anche degli aminoglicosidi e delle cefalosporine di 3°
generazione ha portato all’uso dei carbapenemici come terapia di prima linea nel
trattamento delle sepsi neonatali. Questo a sua volta sta portando alla preoccupante
emergenza di Enterobacteriaceae panresistenti, associate ad un’alta mortalita
neonatale. Piu della meta dei neonati con sepsi da batteri ESBL positivi rischia di
morire, rispetto al 25% di quelli con infezioni ESBL sensibili e ogni anno solo in India
muoiono piu di 60000 neonati per infezioni da E. coli ESBL e da MRSA [103].

Nei paesi ad alto reddito come quelli della comunita europea, nonostante ci sia una
certa differenza fra le singole nazioni, i numeri sono molto piu bassi, seppur anch’essi
sottostimati. Solo nel 2015 il numero di infezioni batteriche antibiotico-resistenti & stato
di oltre 670000, e approssimativamente 33000 persone sono decedute come diretta

conseguenza di quest’ultime [104].
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Di queste quasi 300000 infezioni sono state causate dall’ E. coli resistente alle
cefalosporine di 3° generazione causando circa 9000 decessi, il 27% del totale. Tale
resistenza € inoltre mediata, nell’88,6% dei casi, dalla codificazione e produzione di
beta-lattamasi a spettro esteso [104].

Rapportando il numero complessivo dei casi e dei decessi non sulla base dell’agente
eziologico ma sulla distribuzione geografica, per ambedue circa un terzo si &
riscontrato in Italia, posizionandosi dunque al primo posto fra i paesi della comunita
europea. Dato estremamente importante inoltre € quello temporale, sulla base del
quale si valutano l'efficacia dei programmi e le politiche intraprese fino a questo
momento per la gestione del problema e si progettano le future [104].

Valutando il trend dal 2007 al 2015 il numero di morti complessive da batteri resistenti
a livello europeo € raddoppiato e quelle causate da Escherichia coli resistenti alle
cefalosporine di 3° generazione ben quadruplicato [104].

Da questi dati si pud osservare come ulteriori sforzi siano necessari per arginare |l
problema e come, in un mondo sempre piu globalizzato e interconnesso e dove ogni
singola attivita umana non rimane svincolata dalle altre, ma si influenzano e
interagiscono in maniera interdipendente, tali impegni devono essere intrapresi in
sinergia, a livello globale, seppur poi elaborati su misura in base alle necessita e

problematiche specifiche di ogni paese.
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OBIETTIVO DELLO STUDIO

Obiettivo di questo studio € quello di descrivere i pattern di resistenza agli antibiotici
espressi a livello fenotipico in isolati di Escherichia coli provenienti dalla matrice
umana, animale ed ambientale, e di valutare la distribuzione degli elementi genetici
mobili di resistenza nelle diverse matrici.

Si € inoltre indagata I'associazione tra l'isolamento di E. coli ESBL di provenienza

umana e selezionate caratteristiche socio-demografiche e cliniche dei pazienti.
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METODOLOGIA

Il progetto ha previsto diverse componenti tra cui la valutazione dei pattern di
resistenza agli antibiotici di isolati umani e provenienti da matrice animale/ambientale
e la successiva analisi molecolare dei meccanismi di resistenza.

Si € poi proceduto ad uno studio caso-controllo per valutare I'associazione tra
l'isolamento di E coli ESBL e la presenza di patologie e selezionate condizioni socio-

economiche.

Analisi dell’antibiotico-resistenza

Analisi fenotipica

Sono stati analizzati isolati di E. coli provenienti da differenti fonti. Questo é stato
permesso anche grazie alla collaborazione con I'lstituto Zooprofilattico Sperimentale
Umbria e Marche, che si & occupato dell'isolamento di ceppi di E. coli di origine
zootecnica, provenienti dalla filiera avicola. L’isolamento batterico dei ceppi di origine
zootecnica e stato effettuato su organi provenienti da animali con quadri di enteriti
emorragiche e quadri setticemici. Gli isolati di E. coli provenienti dalla filiera avicola
sono stati ottenuti anche mediante tamponi cloacali. Sono stati, inoltre, prelevati
campioni dalla filiera suinicola, bovina e di origine ambientale, provenienti da acqua
marina campionata dalle zone costiere marchigiane particolarmente soggette a
contaminazioni fecali.

| campioni di E. coli in ambito umano sono stati raccolti durante il periodo di
sorveglianza dal 1° febbraio al 30 settembre 2018 in pazienti ricoverati o ammessi
presso le SOD dellAOU Ospedali Riuniti di Ancona e sono stati suddivisi in campioni

comunitari o nosocomiali.
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Sono stati inclusi nei casi nosocomiali tutti quei soggetti ai quali era stata effettuata la
raccolta del campione urinario dal terzo giorno di ospedalizzazione o che erano stati
dimessi nei 30 giorni precedenti il ricovero preso in esame. Coloro che non rientravano
in questi parametri sono stati inseriti nei casi comunitari.

Gli E. coli sono stati isolati dalla SOS Microbiologia del Laboratorio Analisi che ne ha
valutato i profili di resistenza fenotipica.

Gli antibiotici utilizzati per valutare il profilo di resistenza sono stati: amoxicillina + acido
clavulanico, piperacilina + tazobactam, imipenem, meropenem, ertapenem,
cefotaxime, cefepime, amikacina, gentamicina, norfloxacina, ciprofloxacina,
trimetoprim + sulfametossazolo e la fosfomicina. Tali profili di resistenza sono stati
determinati sulla base della seconda versione dellEUCAST (European committee on

antimicrobial susceptibility testing) Clinical Breakpoint.

Le abbreviazioni utilizzate nel testo sono sintetizzate nella seguente tabella:

AMC Amoxicillin + Clavulanic Acid
TZP Piperacillin + Tazobactam
IPM Imipenem

MEM Meropenem

ETP Ertapenem

CTX Cefotaxime

FEP Cefepime

AN Amikacin

GM Gentamicin

NOR Norfloxacin

CIp Ciprofloxacin

SXT Trimethoprim + Sulfamethoxazole
FOS Fosfomycin
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Analisi molecolare

Gli isolati di E. coli provenienti dalle varie matrici sono stati quindi seminati per un
arricchimento sul terreno di coltura Agar Columbia supplementato con una soluzione
al 5% di sangue defribrinato di montone.

Ottenuta la crescita batterica dopo un periodo di incubazione di 24-48 ore si € proceduti
alla lisi batterica in acqua sterile, priva di RNasi, DNasi e proteasi per il recupero del
materiale genetico attraverso la bollitura a bagnomaria (100°C per 10 minuti). Dopo
centrifugazione & stato recuperato in un’altra provetta da 1,5 ml il surnatante
contenente il materiale genetico, sottoposto a procedura PBRT (PCR based replicon
typing) (Figura 1).

Il kit PBRT 2.0 (Diatheva, Cartoceto-PU) utilizzato consente di effettuare una
tipizzazione molecolare dei principali plasmidi responsabili della resistenza antibiotica
nella famiglia delle Enterobacteriaceae.

Tale metodica permette di identificare 30 repliconi, attraverso 8 multiplex PCR,
amplificando specifiche sequenze del plasmide coinvolte nel controllo della
replicazione e caratteristiche di uno specifico gruppo di incompatibilita (Inc. group).

| repliconi identificabili sono: HI1, HI2, I1, 12, X1, X2, X3, X4, L, M, N, FIA, FIB, FIC,

Fll, FIIS, FIIK, FIB KN, FIB KQ, W, Y, P1, A/IC, T, K, U, R, B/O, HIB-M, FIB-M.
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Nella piastra PCR da 96 pozzetti oltre al DNA, al controllo positivo e negativo sono
state aggiunte 8 miscele di reazione contenenti ognuna i primers specifici come
mostrato in figura 3.
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Figura 3. Schema illustrativo protocollo PBRT

Gli ampliconi ottenuti sono stati poi analizzati con lo strumento AATI Fragment
Analyzer (Advanced Analytical) (Figura 4). Tale strumento permette di analizzare i
prodotti della PCR sfruttando un sistema di elettroforesi capillare automatico, dotato di
elevata accuratezza e risoluzione.

L’applicazione di una differenza di potenziale alle due estremita del capillare determina
una migrazione dei frammenti di DNA, tanto piu rapida quanto piu piccolo sara il
frammento. Una volta raggiunta I'estremita positiva del capillare, questo verra colpito
da una luce laser, che determinera I'emissione di una fluorescenza, rilevata da un
apposito dispositivo, e la cui intensita verra digitalizzata, codificata in base al colore e

riportata come picco in un elettroferogramma.
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Figura 4. Struttura e funzionamento AATI Fragment Analyzer.

Sulla base del tempo impiegato per arrivare all’estremita del capillare si pud risalire
alla sua dimensione, grazie al confronto con un DNA ladder da 100 bp di riferimento.
L’elaborazione dei dati e la calibrazione dei risultati in base alla scala del DNA ladder
viene eseguita da un software di analisi dedicato, il PROSIZE 3.0.

Tramite questo software, dopo aver eseguito la calibrazione del ladder, € possibile
visualizzare i risultati espressi attraverso dei grafici. E possibile visualizzare
contemporaneamente 5 cromatogrammi, corrispondenti ai pozzetti in cui erano stati
caricati i vari prodotti della PBRT ottenuti da un isolato di E. coli, che riportano il nome
del replicone corrispondente ad ogni picco. Conoscendo infatti la dimensione del
frammento e basandosi sul fatto che ampliconi differenti hanno anche lunghezze
differenti, &€ possibile risalire al replicone da cui € stato ottenuto. Sempre nella stessa
schermata, sulla destra, i dati sono riassunti in una tabella e grazie ad un plugin
dedicato all’analisi PBRT & possibile in maniera diretta visualizzare i positivi in quanto

in corrispondenza della positivita le caselle risulteranno verdi (Figura 5).
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Figura 5. Schermata di visualizzazione di 5 cromatogrammi e della tabella con I'elenco

dei target riscontrati.

Analisi Epidemiologica
E stato condotto uno studio caso-controllo sulle variabili sociodemografiche e cliniche
relative ai 47 pazienti dai quali provenivano i ceppi analizzati (casi), confrontati con un
numero doppio (n=94) di pazienti da cui non erano stati isolati microrganismi
multiresistenti (controlli).
Le condizioni indagate sono state:
» una storia di malattia renale cronica, a qualunque stadio, od un episodio di
malattia renale acuta;
» uno stato di sepsi o0 shock settico o setticemia;
» la presenza di diabete mellito;
» un episodio di polmonite/altro evento infettivo durante il ricovero o come causa
del ricovero;

» la presenza di comorbosita neurologica;
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» la presenza di patologie cardiovascolari.
| dati sono stati estratti dal database delle Schede di dimissione ospedaliera.
Tutti i dati sono stati trattati in forma anonima, utilizzando quale identificativo il codice
nosografico attribuito all’atto del ricovero.
Al fine di valutare le variabili associate all'isolamento di E. coli ESBL nella matrice
umana e stato costruito un modello di regressione logistica con metodo backward che
prevede la progressiva eliminazione di variabili non in grado di migliorare la
spiegazione della variabilita del fenomeno ma teoricamente rilevanti o
tendenzialmente associate all’analisi bivariata (con p<0.40).
Le analisi sono state condotte con il software STATA, il livello di significativita & stato

fissato a 0.05.
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RISULTATI

47 campioni urinari provenienti da pazienti ricoverati in diverse SOD dell'azienda
ospedaliera Ospedali Riunti di Ancona sono stati sottoposti ad analisi microbiologica
per valutare |la presenza di E. coli ESBL.

Sono stati, inoltre, processati complessivamente 173 campioni microbiologici da

matrice animale (avicoli, bovini) ed alimentare (Panna UHT e panna non pastorizzata).

Analisi microbiologica

La distribuzione dei pattern di resistenza fenotipica ha evidenziato una relativamente
frequente resistenza in isolati di pollo; pit marcata e diffusa risulta essere la resistenza

a livello umano (figura 6).
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Figura 6. Distribuzione delle resistenze a specifici antibiotici in isolati provenienti da

diverse matrici.
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La analisi microbiologica ha quindi rilevato una differente distribuzione di filogruppo tra

animale nosocomiali comunitari

ceppi di origine animale ed umana (figura 7).
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Figura 7. Distribuzione dei filogruppi in campioni di E. coli ESBL provenienti da matrice

umana e animale.
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Figura 8. Analisi comparativa dei filogruppi rilevati dai ceppi di E. coli ESBL,

cefalosporinasi isolati da campioni urinari in soggetti ricoverati (soggetti ricovero >48h
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— n=22) ed in soggetti in cui il prelievo & stato eseguito entro 48 h da inizio degenza

(soggetti ricovero < 48h — n=25).

Il grafico sottostante mostra il sostanziale parallelismo tra i geni di resistenza presenti

negli isolati umani; che presentano invece alcune differenze rispetto a quelli animali.

CTX-M-1 CTX-M-15 CTX-M-2 CTX-M-9

Nosocomiali ™ Comunitari Manimale

Figura 9. Analisi comparativa dei geni ESBL rilevati dai ceppi di E. coli ESBL,
cefalosporinasi isolati da campioni da matrice animale, e da campioni urinari in soggetti
ricoverati (soggetti ricovero >48h - n=22) e in soggetti in cui il prelievo é stato eseguito

entro 48 h da inizio degenza (Soggetti ricovero <48h - n=25).
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Sono stati quindi analizzati i profili PBRT degli isolati. La figura 10 mostra la grande
varieta di repliconi identificati nelle diverse matrici, evidenziando nuovamente una
evidente differenza nelle popolazioni provenienti da matrici diverse e la similitudine nei

ceppi di origine umana (con ricchezza maggiore nei campioni comunitari).
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Figura 10. Analisi comparativa tra i singoli repliconi riscontrati nei ceppi analizzati di E.
coli ESBL, cefalosporinasi isolati da campioni urinari in soggetti ricoverati (soggetti
ricovero > 48h — n=22) ed in soggetti in cui il prelievo é stato eseguito entro 48 h da

inizio degenza (soggetti ricovero <48h — n=25).
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La figura sottostante, analoga alla precedente, evidenzia la similitudine tra i campioni

ambientali e la matrice alimentare.

Nosocomiali Comunitari Ambientali Alimenti

EFIK mFBKN mFB mFA mXl mH2 mFll milc mU mHB-M mBO mFBM mA/C

Figura 11. Analisi comparativa tra i singoli repliconi riscontrati nei ceppi analizzati di E.
coli ESBL, cefalosporinasi isolati da campioni urinari in soggetti ricoverati (soggetti
ricovero > 48h — n=22) ed in soggetti in cui il prelievo & stato eseguito entro 48 h da

inizio degenza (soggetti ricovero <48h — n=25).

Analisi epidemiologica

Relativamente all’analisi epidemiologica, attraverso il confronto tra i casi di pazienti
con isolamento di E. coli ESBL vs i pazienti senza isolamento noto, & stato possibile
evidenziare I'importanza dell’eta avanzata (OR 1.61, IC95% 1.1-2.38), della presenza
di comorbosita quali le patologie tumorali (OR 4.88, 1C95% 1.60-14.91), le patologie
neurologiche (OR 4.91, IC95% 1.09-22.06) e le patologie urinarie (OR 7.64, IC95%
2.25-25.95) quali fattori di rischio di un interessamento della via urinaria da parte degli

E. coli ESBL.
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Logistic regression

Log likelihood = -64.516842

Number of obs
LR chi2(9)

Prob > chi2

Pseudo R2 =

135

36.74

0.0000

0.2216

caso | Odds Ratio Std. Err. z P>z [95% Conf. Interval]
cl_eta] 1.616611 .3197086 2.43 0.015 1.097154 2.382007
tumori | 4.879076 2.782308 2.78 0.005 1.595649 14.91894
snc| 4.911672 3.764852 2.08 0.038 1.093387 22.06404
ipert| 2.224019 1.165939 1.52 0.127 .7959706 6.214124
infettive_~a | 1.209183 1.196666 0.19 0.848 .1738208 8.411673
sessoF | .871758 .3717181 -0.32 0.748 .3779577 2.010707
res.za Citta | .4921032 .2481923 -1.41 0.160 .1831271 1.322391
Com. urin.| 7.638492 4.766628 3.26 0.001 2.248198 25.95259
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DISCUSSIONE

In questo elaborato € stata studiata la prevalenza e la relazione genetica di isolati di
E. coli provenienti da varie matrici nell’ambito di un approccio “One Health”. Oltre che
negli isolati di matrice umana, ceppi di E. coli ESBL sono stati riscontrati in oltre il 50%
dei campioni provenienti da pollame, ed in misura molto minore da altre matrici. Questo
dato del 50% ¢ leggermente inferiore a quanto riportato nel report scientifico del’lEFSA
e dellECDC riguardo ai dati italiani [52]. Il confronto degli E. coli ESBL provenienti da
diverse matrici € avvenuto su piu livelli.

Sono stati confrontati i filogruppi di campioni provenienti da matrice umana, distinta in
nosocomiale e comunitaria, e da matrice animale.

E possibile osservare una notevole sovrapposizione fra i filogruppi individuati nei
soggetti nosocomiali € comunitari. In entrambi il filogruppo predominante € risultato
essere il B2, presente in una percentuale superiore al 70%. Negli animali il filogruppo
B2 € invece stato riscontrato in una percentuale minoritaria di casi. Inoltre, negli
animali, rispetto alluomo, & possibile osservare una maggiore varieta di filogruppi e
quelli piu rappresentati risultano essere I'A e 'UNK. Al contrario del filogruppo A,
rilevato anche nelluomo, quello UNK & stato osservato solo nell’animale. La differenza
tra le popolazioni di E. coli associate a patologia umana e animale suggerisce come la
matrice animale non sia una fonte diretta di patogeni umani.

Nel parlare perd di antibiotico-resistenza, e ricordando la capacita di trasferimento
genico orizzontale, &€ fondamentale indagare se la resistenza batterica presente negli
animali, nel’ambiente e negli alimenti sia simile a quella identificata negli E. coli ESBL
isolati nel’'uomo. Una sovrapposizione infatti identificherebbe gli animali, 'ambiente e
gli alimenti come potenziali vie di disseminazione di resistenze antibiotiche negli E. coli

identificati a livello umano.
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Tale caratteristica & stata indagata con due metodi. Nel primo si sono confrontati i
repliconi, ricercati a livello ambientale, alimentare e umano — quest'ultimo sempre
distinto in soggetti comunitari e soggetti nosocomiali.

Nelluomo la varieta di repliconi identificata & stata maggiore e quelli riscontrati piu
frequentemente sono stati i repliconi FIB, FIA, Fll. Negli animali e negli alimenti invece
la variabilita dei repliconi & stata minore e fra quelli riscontrati vi sono: FIB-NK, FIIK,
FIB-M e A/C riscontrati solo raramente o non riscontrati a livello umano. Fra i plasmidi
riscontrati piu frequentemente a livello umano solo FIB & stato riscontrato in maniera
significativa nelle altre matrici, per la precisione in quella alimentare.

E quindi poco probabile che i plasmidi responsabili della resistenza presenti a livello
degli E. coli isolati dal’'uomo siano stati acquisiti dal’ambiente o dagli alimenti con
'eccezione dei plasmidi appartenenti al gruppo di incompatibilita FIB che potrebbero
aver svolto un ruolo, seppur parziale, nella diffusione delle resistenze all’'uomo per via
alimentare.

Mediante il secondo metodo si sono andati a confrontare i geni alla base della
resistenza ESBL presente nei campioni umani e animali.

Sebbene negli isolati di E. coli di provenienza umana si possa notare una maggiore
varieta di geni ESBL, si pud osservare un certo grado di sovrapposizione fra quelli
identificati a livello animale e quelli identificati a livello umano seppur con delle
differenze. La difformita piu sostanziale riguarda la famiglia dei geni di resistenza SHV,
presente nellanimale, ma scarsamente rappresentata nel’'uomo. Tale riscontro & una
dimostrazione del fatto che possa essersi verificata una trasmissione di geni di
resistenza, anche se ¢ difficile determinarne la direzione di diffusione, che potrebbe
essere dall’animale alluomo, ma anche dal’'uomo all’animale.

Tuttavia, la contaminazione dalluomo all’animale prevederebbe una via di

disseminazione che potrebbe essere basata ad esempio sull’acqua, o sul mangime —
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vie che almeno nel nostro territorio risultano poco probabili. Osservando invece la
similitudine di repliconi fra la matrice ambientale e alimentare, € piu plausibile
considerare che la disseminazione, attraverso queste 2 vie, si sia verificata
dall’'animale alluomo. Bisogna pero precisare che la determinazione dei geni ESBL,
da sola, non & sufficiente per poter parlare di un coinvolgimento animale indiretto nella
disseminazione di tale resistenza all'uomo in particolar modo se, dalle altre 2 indagini
basate sul confronto fra i repliconi ed i filogruppi di origine umana e non umana, si
osserva una scarsa concordanza.

Questa divergenza potrebbe essere spiegata da un'altra potenziale via di trasmissione
orizzontale delle resistenze e cioé quella basata sugli elementi genetici trasponibili.
Quest'ultimi presentano spesso geni che codificano per fattori di virulenza e di
resistenza e in alcuni casi sono in grado di trasferirsi anch’essi da un microrganismo
ad un altro mediante coniugazione.

Non avendo indagato in questo studio il potenziale ruolo dei trasposoni, quest’ultima

nota rimane una pura speculazione.
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CONCLUSIONI

La prevalenza delle infezioni da E. coli resistente alle cefalosporine di 3° generazione
ha mostrato un marcato aumento dallinizio degli anni 2000, in associazione
allemergenza ed alla diffusione globale di E. coli che producono beta-lattamasi a
spettro esteso. Infezioni causate da questi batteri sono associate ad un eccesso di
morbosita, mortalitd e prolungamento della degenza ospedaliera portando a costi
sanitari piu elevati rispetto alle infezioni causate da ceppi sensibili.

Una comprensione dei serbatoi e delle fonti critiche per 'acquisizione umana di questi
microrganismi resistenti o dei loro geni di antibiotico-resistenza & un interesse sempre
crescente dal punto di vista della Sanita Pubblica.

L’analisi a livello molecolare ha permesso di rilevare, almeno in questo contesto,
risultati parzialmente rassicuranti circa la mancata evidenza di un linkage diretto di
diffusione di microrganismi resistenti, allargando le ipotesi al ruolo dell’ambiente quale

mediatore di diffusione.
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