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1.INTRODUZIONE

La brucellosi,nota anchecomefi f e bobnrdeu | @i ft e mbMal toa o
Af ebnerde t e wvienaamroeatdrale malattiezoonotichepiu diffuse
alivello mondiale.Principalmente&onosciutaomeunamalattiadeglianimali,

in particolaredel bestiane domestico si trasmettefrequentementa | | 6 u 0 mo
checostituiscd 0 o0 sagridentale.

Lo6i nf e gostenutala batteri appartenenta diversespeciedel genere
Brucella A1 | 6 i del generesi distinguono sei specie principali che
presentananacaratteristicaspecificitad 6 o s B. aboreus B. melitensisB.
suis B. neotomagB. ovise B. canis.

N e | | O decennicsumostatiisolati ceppidi Brucelladamammiferimarini,
classificatiin duenuovespecie:B. ceti e B. pinnipedialis Unanuovaspecie,
denominatd. microti, e stataisolatadall'arvicolacomune.

Infine sono stati descritti isolati da protesi mammarieumane e infezioni
polmonari e da babhiini, formalmente pubblicati come la decima e
l'undicesimaspeciedi Brucellg rispettivamenteB. inopinata e B. papionis
(OIE, 2018.

L 6 a g eziolvgeodellabrucellosifu identificatoperla primavoltanel 1887
da Sir David Bruce:il microrganismovenneisolatoda un soldatobritannico

decedutoa causadella febbre maltese Inizialmentenoto comeMicrococcus



melitensisfu rinominatoBrucellamelitensisan suoonore.Da alloraBrucella
spp.e semprestatodi interessezoonoticonel corsodella storia(Godfroid et
al., 2005).

Ad oggi la brucellosi, pur mostrandouna diffusione globale con tassi di
incidenzaampiamentevariabili peri diversi paesi,e consideratainazoonosi
trascurataa causadelle limitate risorse dedicatealla sua sorveglianzae
controllo;tale situazioneaisultaessergarticolarmenteccentuataei paesiin

via di sviluppoeconomicqJanowiczetal., 2020).

1.1 Brucellosianimale

1.1.1 Epidemiologia

La brucellosie unamalattiache colpiscemolte specieanimali, selvatichee
domestiche e molte di questesono allevate per la produzionedi alimenti
(pecoredalatte,capre bovini e suini).

Le diversespeciedi Brucellapresentanpreferenzal 6 o s tpttaviaeonsono
daescluderenfezionitraspeciediverse.
NeibovinilGnfezionedaBrucellaspp.e causatgorincipalmentala B. abortus
in alcunipaesiin cui i bovini sonotenutiin strettaassociazione€on pecoreo
caprel 0 i n fpeaesseraostenutalaB. melitensisMenofrequentemente

vengonariscontratanfezionidaB. suis



Negli ovini e nei caprini la brucellosi riconoscecome principale agente
eziologicoB. melitensis Altra specieinfettantegli ovini vieneidentificatain
B. ovis che risulta tuttavia avereun minore impatto in relazioneai casidi
malattiaumana(Corbel,2006).

Nei suinil 6 i n f eesastemnutada B. suis Nei focolaid 6 E u i anghéali
sonoconsideratiil principale serbatoioselvaticodi questaspeciee fonte di
infezioneperi suiniallevatia | | 6 &pEe2018)

Nei canié causatanvecedaB. canis; | 6 e s ¢ urmariapadragppresentare
un pericolo per | 6 u anma ta malattia umanacausatada questaspeciesi

verificadi rado(Seleenetal., 2010).

1.1.2 Manifestazionicliniche

Lo6i nf aa Bracella spp. negli ospiti animali interessail sistema
riproduttivo e si manifestanegli animali sessualmentenaturi - femmine
gravide - con segni e sintomi caratteristiciquali aborto, parto prematuro,
ritenzionedellaplacentg OIE, 2018).

Inoltre, n e | | @YD &imali infetti si osservauna localizzazionedelle
brucellealivello delleghiandolemammaries deilinfonodi sopramammaigon
conseguentescrezion&lei microrganismiel latte (Seleenetal., 2010).

| maschiadultipossononvecesviluppareorchiti ed epididimiti.



La malattiapuodecorreren manieraasintomaticaneglianimaligiovanienelle

femminenongravide(OIE, 2018).

La brucellosianimalee altamentecontagiosaa causadello strettocontattodei

capidi bestiamaneigreggio nellemandrieJacommistioneconquelli di diversi

proprietari,il contattotraanimalidomesticie selvatici.

La trasmissionepuo avvenireattraversoambienti contaminatida secrezioni
derivantidatessutiabortiti 0 ingestionedi mangimecontaminato.

La diagnosidi brucellosianimaledeveesseresupportatalatestdi laboratorio
mirati averificarela presenzael microrganismaeicampioniraccolti- tessuti,
latte,tamponevaginale secrezionifeti abortiti- mediantemetodimolecolarie

batteriologicio a dimostiareunarispostaanticorpalenei confrontidi Brucella

spp.facendaricorsoa metodisierologici(Corbel,2006).

1.2 Brucellosiumana

1.2.1 Quadroclinico edepidemiologico

L6i nf e@aBrucellaspp.simanifestan e | | Gameunamalattiafebbrile
acutao subacutacaratterizzatada febbre associataa malessereanoressia,
prostrazione.

Nei pazienticon diagnosierratee non trattati, la malattiaevolve in forma

cronicae possonainsorgerecomplicazoni acaricod e | | 6 a pnpseolea t o



scheletrico, cardiovascolaree nervoso centrale (endocarditi, osteomieliti,

neurobrucellosi).

Per quanto concerneil meccanismaopatogeneticoj batteri appartenentil
genereBrucella sonopatogeniintracellularifacoltativi che sopravvivonoe si
moltiplicanoa | | 0 i delle eliule fagocitiched e | | Gqoiadi manoci e
macrofagi del sistemareticoloendoteliale(SRE), localizzati nei linfonodi,

fegato,milza, midollo osseo.

La Brucella melitensise la speciepiu frequentementdsolata dai casi di
brucellosiumana. B. abortuspuo rendersi altresiresponsabiledi malattia
n el | Ochetuttawiasi manifestan formamenograve.

B. suis € sporadicamentassociataa brucellosiumanae la patogenicitadi
guestaspecieé correlataal biovar:i biovarl e 3 risultanoavereunavirulenza

maggioree sonoassociata malattiasevera.

L6i nf e acguisitaprincipalmenteper via respiratoria,congiuntivaleo
cutanea attraverso soluzioni di continuo della cute ed inoltre, per via
alimentareaseguitod e | | 0 i midatdesnfetto aam@astorizzatae prodotti
lattiero-casearcontaminat(OIE, 2018).

La trasmission@iomc-uomorisultaestremamentmra.



La diagnosidi brucellosiumanaanalogamentalla brucellosianimale si basa
sumetodimolecolarie batteriologici,oltreadapgprocciimmunologici.La storia
clinica del pazienteg(professioneyiaggiin paesiin cui la malattiae diffusain
manieraendemicagibo ingerito) risulta in tale circostanzali estremautilita

perevitarediagnosiritardateo errate(Seleenetal., 2010).

1.2.2 Rischiooccupazionale

Alcunecategoriali lavoratorisonoespost@adunrischiomaggioredi infezione
pervia del contattodiretto conanimaliinfetti o attraversd 6 e s p oaslunz i on e
ambientdortementecontaminato.

Le figure professionaliin questionesono allevatori, veterinari, macellai,
tosatori,trasformatoridi pelli e lana,personaleaddettoalla manipolazionealei
prodotti animalin e | | 0 i alidentaré,manutentoridi stalle ed aziende
agricole.

Pecorecagoree bovini infettatidaB. melitensiso B. abortuse suiniinfettati da
B. suissonoparticolarmentgericolosinelle fasi di macellazionePertutelare
la salute dei lavoratori e fortementeraccomandatd 6 u t idilindumzrai
protettiviadeguatoltre cheunrigorosorispettodellemisureigieniche(Corbel,

2006).



Il personaledi laboratorioe particolarmentea rischio: la manipolazionedi
materialgpotenzialmentenfetto/contaminataleveessereseguitadunlivello
di biosicurezzeae contenimentappopriato,ovveroa | | 6 i deitaleoratoro
BSL-3.

Laproduzioneel 6 wis/acciniéaltresiconsideratai n 6 a tpéricolosater’
viad el | 6 uitceppivivk atenuaticomeB. abortusS19e B. melitensis

REV1 (OIE,2018).

1.3 Il ruolo dei prodottilattiero-casearinella trasmissioned e | | 61 daf e z i 0 |
Brucellaspp

La trasmissionalimentarerappresentta piu comunefontedi infezioneperla
popolazioneggeneralechenonhaun contattodirettocongli animali.

L 6 i n g eds latie rasa® non pastorizzatoe latticini da essoderivati e
fortementesconsigliatanelle areeendemicheper la brucellosi;tali alimenti
fungonodaprincipaliveicoli peril trasferimentali Brucellaspp.daglianimali
all 6uomo.

Il latte provenienteda animaliinfetti comebovini, bufali, pecoree capre,puo
contenereun elevato numero di microrganismi che possonoconcentrarsi
durantela preparazionali derivati come formaggio. In particolar modo, i

formaggi a pastamolle sono da considerarsiparticolarmentea rischio a



differenzadeiformaggia pastadurain cui le fermentazionlatticae propionica
contribuiscono a creare ne | | 6 a lcondegoni tsi@avorevoli per la
sopravvivenza la moltiplicazionedei batteridel genereBrucella

In relazionealla persistenzadel microrganismonegli alimenti, € noto che
condizionidi aciditarelativeavalori di pH 3.5-4, neriduconola proliferazione
garantendoné 6 e | i m.Comseguentamentequantoaffermato,derivati
come yogurt, panna e latte acido presentanoun rischio inferiore di
contaminazione.

Efficace strategia di controllo degli alimenti € rappresentatadalla
pastorizzazionedel latte destinatcal consumoumano.ln assenzali impianti
di pastorizzaziond, 6 e | i m defledorzidelle pueesserettenutamediante
trattamenti termici adeguati (temperaturaminima di 80-85°C per alcuni

minuti).

La carne,a differenzadei prodotti lattiero-caseari,e meno frequentemente
associata casidi trasmissionelimentaredi brucellosi:i microrganismi,in

funzione d e | | 0 arbpessmaaperole cellule del SRE, si concentrano
principalmentein organi come milza, fegato, reni invece che nel tessuto
muscolare che presentaconcentrazionibatteriche inferiori. Una cottura
adeguatgrima del consumoeeliminail rischiodi trasmissioned el | 61 nf e z i

alimentarg(Corbel,2006).



Relativamenteai casi di brucellosiumanaassociatial consumodi latticini,
alcuni studi hannoevidenziatoche fattori comela patogenicitadel ceppo,la
guantita di Brucella ingerita e le condizioni di salute del consumatore,
influenzanolo sviluppo della malattiaa seguitod e | | 0 nerdigadinsentii o
contaminati.

La sopravvivenzee la crescitadi Brucella spp. nei prodotti lattiero-caseari
sono fortementeinfluenzatedai metodi di produzionee dalle condizioni di
conservazione.

Fattori intrinseci ed estrinseci sono correlati con la proliferazione del
microrganismaneglialimenti:concentraziondi NaCl,pH, temperaturaempo
di conservazionagttivitad e | | 0O paesenaalal microbiotain competizione.
Elevateconcentraziondi NaCl utilizzate per la salaturacompromettonda
crescitadelle brucellediminuendol 6 at d a Ivli da acomjrariametodidi
conservaziondasatisulla refrigerazionee sul congelamentaion inducono
| 6 el i mdenmnacrorganismi.

| batterifermentantilimitano la proliferazionedel patogencreandacondizioni
di acidita.A tal propositoe statoosservataheceppidi B. abortussembrano
mostrareunamaggioretolleranzaal pH riuscendoa sopravvivereper diversi
giorni nellatteadun pH inferiorea 4, contrariament@ ceppiappartenentalla

specieB. melitensis



Sebbenda pastorizzazionggarantiscd 6 e | i midei @eppi doBrueella
| 6 e | eonsanto prodottilattiero-casearttenutidalatte crudq € ancora
responsabileli numerosicasidi brucellosiumana.

Lo sviluppodi politiche attea prevenireil commercioillegale di latte crudo,
associatamisuredi controllodaattuarea | | 0 idegtialevamentiin tutte
le attivita dellefiliera di produzionealimentaredi origine animale potrebbero
avereunruolo decisivonelridurrela diffusionedi questazoonosi.

In materiadi igienee sicurezzadegli alimenti,i metodidiagnosticiutilizzati
perl 6i d e nt diBrucellanellatte@derivatisonoriconducibiliametodi
molecolar (PCR,qPCR)e metodimicrobiologici.

L&i s ol latteeiao &€ oonsideratoil gold standard per la ricerca del
patogeno; tale metodicanon e tuttavia esenteda limitazioni legate alla
necessitdli averebatterivitali nel campionetempilunghi di cresdta, oltre a
problemiinerentilasicurezzad el | 6oper at or e.

Gli approcci molecolari permettono di superare queste problematiche
garantendaensibilita,specificita,rapiditanellarisposta(Dadaret al., 2019).
Malgradol 6 i n f seamaiaroemtdatale,rimaneun graveproblemadi salute
pubblica(Janowiczetal., 2020).

Con le attuali norme inerentila lavorazionetermicadel latte, il rischio di

infezione da Brucella € notevolmentediminuito nei paesipiu sviluppati.
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Tuttavial 6 i n c detflacbrnuzelosi umana rimane elevata nelle piccole
comunitadi allevatoridi bestiamee nei paesiin via di sviluppodovele norme
igienichee i regolamentirelativi alla preparazionedegli alimenti non sono

adeguatamentappicati (Dadaretal., 2019).

1.4 Distribuzioneglobaledellabrucellosiumana

Annual incidence of brucellosis
per 1000 000 population

B >500

[] 50-500 cases

M 10-50

] 2-10

- <2

[ Possibily endemic, no data
[ Non-endemic/no data

Figura 1. Distribuzioneglobaledella brucellosiumana.Da fiThe newglobalmapof human
br uc e ILancetinfestDig(2006),Pappass. et al.

L 6epi de dellabrucellgsiumanae cambiatadrasticamentaegli ultimi
decennidiverseareetradizionalmenteonsideratendemicheéhannoottenuto
il controllo della malattia. Tra questeannoveriamada Francia,Israelee la

maggiorparted e | | 0 Alatima. i c a

11



In altrezonesonoemersinuovifocolai, in particolarein Asia centrale mentre
la situazione2 in peggioramentmei paesidel Medio Oriente(Figura 1).
Inoltre, la malattia @ ancorapresente,con andamentovariabile, nei paesi

Europeie negliUSA (Pappastal., 2006).

Analizzandol 6 i n c e laldestnibbmAonedella brucellosinelle Americhe,é
necessaridocalizzarel 6 at t sutostatadel lessicocherimaneunodei

piu importanti serbatoidi brucellosiumana.L 6 e n d e delia zoortosinei

distretti settentrionalidello statomessicanairiflettes u |l | 6 e p i dkdami ol o
malattia negli Stati Uniti d 6 A me il imaggior numero di casi viene
riscontrataneglistaticentremeridionalioccidental+ California,Arizona,New

Mexico, Texas- e in alcunistatisettentrionalcomeil Wyoming. La malattia
sarebbemportataattraversal confinetra Stati Uniti e Messicoper mezzodi

latticini infetti, in particolare formaggia pastamolle messicani.

E @videnteche programmidi controllo nazonali non sonosufficienti in tale
contestoal raggiungimentad e | | 0 e r aellabcueclosi:b Bat t diazi on
strategie internazionali potrebbe rappresentareuna valida soluzione al

problema.

Altra situazionedi rilievo nel continenteamericancé rappresentatalal Sud
America (Peru, Cile, Argentina), tradizionalmente considerataun 6 ar e a

endemicagerla brucellosiumanaPappatal., 2006).
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Il panoramauropedn materiadi brucellosiumanarisultamolto variegato:

Si riconosconostati che hannoacquisitolo statusdi indenneda brucellosi
(OBF=Officially brucellosisfree) accantoa paesiin cui, pur osservandan
calo costanteo gradualedei casiannuali,il tassodi incidenzarisultat ut t 6 o g g i
elevato(nonOBF).

Le areeattualmenteonsiderat@adaltaprevalenzali brucellosiin Europasono
ascrivibili al bacinodel MediterranedPappastal., 2006).

La correlaziondrai focolaidi brucellosianimalee umanaé evidentesecondo
il rapporto annualesulle zoonosi e sugli agenti zoonaotici pubblicato nel
Dicembre 2021 e curato dalldAutorita europeaper la sicurezzaalimentare
(EFSA) e dal Centroeuropeoper la prevenzionee il controllo delle malattie
(ECDC),la brucellosibovinae ovo-caprinaé ancoraprevalentan Greciae in
alcuneregionid e | | @detPartogalk.

| tre Stati membrid e | | oitatl presentandl piu alto numerodi casi di
brucellosiacquisitad a | | @Grucasas @vveronon correlataa viaggiin aree
endemiche e la piu alta prevalenzali allevamentiBrucella-positivi (EFSA,
2021).

| casidi brucellosiumanapossonaivelarsiun utile indicatoredellapresenza

dellamalattianelle popolazionianimali(Corbel,2006).

13



Facendaiferimentoal prodottointernolordo (PIL) dei paesieuropei,e stat
messan relazionel 6 e n d aallabcucetlosiconlo statosocioeconomico
delle regioni piu colpite: d a | | 0 aeffetdtaie mersoche le aree del
Portogalloe della Greciain cui la brucellosié ancoraendemicasonoanchele
areepiu povered e | H (Bappa®tal., 2006).

In relazionealle speciedi Brucella responsabilidi infezioni umanein UE,
B. melitensisviene segnalatacome agenteeziologiconella maggioranzalei
casimentreB. abortuse B. suissonostateisolatein casisporadici.

E Gstatatuttavia osservatauna chiara stagionalitanei casi di brucellosi: la
maggiorpartedelle segnalazione attribuita al periodotra Aprile e Agosto.
Conriferimentoalle fasced 6 eun €levatonumerodi pazientiappartienalla
fascia 25-64 anni,un minor numerodi casisi € registratoin adulti>64 annie
ancoranferiore e statoil numerodi pazientidi eta<25 anni.

In generalen e | | 6 quihgquenmo0162020) si e registrataunatendenza
al calosignificativadei casiconfermatidi brucellosiumana.
Nonédaescluderehetaleandament@otrebbeesserd 6 e fdéllapartdemia
da COVID-19 che ha ridotto i viaggi internazionalie limitato le risorse
stanziatenel sistemasanitarioper| 6 i n d i v di dnalatte divensedal
COVID, unitamenteal declino della brucellosi animale, ottenuto grazie ai

programmidi sorveglianza controllomessiin atto (EFSA,2021).
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In Medio Orientela brucellosirisultaessereancorafortementeendemica:

| 6 i n cdi guestezo@osiappareincontrollatain molti paesinonostante
continuitentatividi controllosiadellamalattiaumanacheanimale.

Le realtadi guerraconflitti e carestiechepaesicomelraq, Iran, Siria, Libano,
si trovano affrontareda anni, sonoda riconosceretra le principali causedi

insuccessalei programmidi eradicazionalellabrucellosi.

Peraltri staticomele repubbliched e | UrioeeSovieticagli elevatitassidi
incidenza della brucellosi sono riconducibili a | | 6 i n econarbidaé i t
finanziariache non permettealle istituzioni nazionalidi investiresu piani di
interventg d 6 a |canto @oiché una percentualesostanzialedi queste
popolazionifa affidamentosul bestiameper la propria sopravvivenzaja

malattiainfluisceulteriormentesullaprecariet@&conomicaleglistessterritori.

Perguantoriguardala Cina e la Coreadel Sud, é statoosservatain numero

crescentali casiumanidi brucellosinegli ultimi anni.

Infine, peril Nord Africa el 0 A fsubsabaaiana,dati sullaprevalenzalella
malattiarimangonosconosciuti. La maggiorpartedei paesiafricani presenta
uno statussocioeconomicqgpovero,con personechevivono a diretto contatto

conil bestiamee le reti sanitarie sonoinesistenti.

15



Oltretutto,il territorio éinteressatalamalattieinfettive di primariaimportanza,
tra cui la malaria:la maggior partedei pazientifebbrili in questipaesiviene
diagnosticat&mpiricamenteomeaffettada malariae nonvienetestatgerla
brucellosi,mancanddali strutturesanitarieattrezzatgerl 6 e s e diuestdio n e

laboratorionecessariPappastal., 2006).
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1.5 La zoonosisul territorio italiano: il divario Nord-Sud

BRUCELLOSI BOVINA BRUCELLOSI OVI-CAPRINA
Province e Regioni ufficialmente indenni ai sensi della normativa comunitaria 385 Province e Regioni ufficialmente indenni ai sensi della normativa comunitaria 385
del 2 marzo 2021 del 2 marzo 2021

Figura 2. Provincee Regioni Figura 3. Provincee Regioni

ufficialmenteindennida Brucellosi ufficialmenteindennida Brucellosi
bovinaai sensidellanormative ovi-caprinaai sensidellanormative
comunitaria385del 2 marzo2021. comunitaria385del 2 marzo2021.

Fonte: Bollettino Epidemiologico Nazionale Veterinario. Istituto Zooprofilattico
Sperimental@lell’AbruzzoedelMolise"G.Capor al e 0.

In Italia, la brucellosié una malattiaa notifica obbligatoriadal 1934 e ha
raggiuntda suamassimancidenzen e | | Ghelsecordaopoguerragon 20
casinotificati ogni 100.000abitanti.

A partiredagliannié 5 &seguitod e | | 6 adipiaaidi prafilassie controllo
nazionalie regionali, € stataosservatauna diminuzionenel numerodi casi

segnalatl 6 a di bruxellosiumanae animale(Facciolaetal., 2018).
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Attualmentedtalia vieneannoveratdra i paesinon ufficialmenteindennida
brucellosi;tuttavia,ai sensidellaDecisionedi esecuzion¢UE) 2021/38%della
Commissionedel 2 Marzo2021,sonoriconosciutecomeindennidabrucellosi
bovinal2 regionie 10 province(Figura 2) e, comeindennidabrucellosiovi-

caprina,14 regionie 9 province(Figura 3).
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Figura 4. Numerodi casi riportati | 6 a dirbrcellosi umanain Italia e in Europa.
Dafi Sur v e Atlasoféinfecti@usDi s e EE€BRG 0

| dati raccoltid a | | O redliulmi anni provenientidai programmidi
monitoraggio ed eradicazioneattuati dai paesi europei, permettono di
analizzare il trend epidemiologico della brucellosi umana in Italia e
confrontarlocon! 6 a n d @eneralalelbazoonciin Europa.

Il grafico evidenziala tendenzaal calo relativa al numerodi casi riportati
annualmentein lineaconl 6 a n d seunaeot particolarmenteaccentuata

negliultimi 5anni(20162020)(Figura 4).
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Il picco mostrato relativo a | | & 20h6neoriconducibile ad un focolaio
importantesviluppatosinella provincia di Messina,in Sicilia, con 137 casi
notificati, legatoal consumodi formaggiofrescolocale, noto come fitumad

(Facciolaetal., 2018).
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Figura 5. Distribuzione per generedei pazienti affetti da brucellosi umananel 2020.
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Figura 6. Distribuzionein fasced@tadei pazientiaffettida brucellosiumananel 2020.

Dafi Sur v eAtlasbfinfectiausDi s e EE€RC 0O

Facendoriferimento ai casi clinici segnalatin e | | &@20, ih 61.1% dei
pazientieradi sessomaschilee il 38.9% di sessofemminile (Figura 5); il

maggiornumerodi pazientisi registranellafasciad 6 €% 64 anni(Figura 6).
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L6i de nt iddidempiasalati o foeolai di brucellosianimalee umanaée
uno strumentoessenzialgper comprendergienamentd'epidemiologiadella
malattiae risdire alle fonti di infezione.

Un 6 a nandottadal Centro di ReferenzaNazionale per le Brucellosi
del | 6 ZodpioftlattitcooSperimentaled e | | 6 A e r delz Molise
A GCap orrell permdo 20072015 ha portatoa | | 6 i n ahée dei
principali ceppi circolanti sul territorio italiano e alla determinazionelella
relativadistribuzionenelle areepiu colpite.

Dai dati raccoltie emersachei ceppidi campoisolati dabovini e bufali erano
attribuibili ai biovar 1 e 3 della spete B. abortus meno frequentemente
microrganismiisolati appartenevanalla specieB. melitensis La maggior
partedei ceppidi B. abortusbiovar 1 e e stataisolatain Campaniadove

peraltrosi concentrd 0 a | | e deidbufiedi;ntBasilicata,nellaprovinciadi

duazi

Potenza,al confine con la Campania;in Calabriasi denotaun 6i nt en s :

distribuzione dei ceppi in questionenelle province di Cosenza,Crotone,
Catanzarce ReggioCalabria;in Sicilia, i ceppisonopresenticon maggiore
incidenzanellaparteorientaled e | | @nfing in Pugliala zonapiuinteressata

risultaesseré 6 adel &argano.
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Il ceppo piu isolato dai focolai di brucellosi ovi-caprina viene invece
identificatoin B. melitensishiovar 3 e risultadistribuitoin tutto il Sud Italia:
dalbassd.azio allaCampaniaBasilicata,Pugliaconmaggiorepresenzaella
zonadel Garganocedinfine sirilevaconu n 0 e | incideazanglle regionidi

Calabriaein Sicilia.

Il principalecepporespamsabiledi brucellosineicinghialiin Italia ein generale
in Europa,risultaessereB. suishiovar2. L 60 a g patogerovienetrasmesso
sporadicamentai suini domesticiche costituisconouna potenzialefonte di

infezioneumana(De Massisetal., 2019).

Ulteriori analisi, basatesu approcciWGS e SNP-assay,hannopermessdli
ricostruirela storiaevolutivadi B. abortuse B. melitensign Italia.

Dagli studi e emersochegli isolati italiani di B. abortussi diversificanoda
guelli presenti nel restode | | 6 Eeuisulbapogiu strettamenteorrelati ai
ceppicircolati nel Medio Orientee in Asia. Tale diversitapuo esserespiegata
daeventidi mescolamentdi capidi bestiamedi originediversayerificatisiin
passatoguandoancoranon eranopresentisul territorio italiano programmidi

sorveglianzae controllo(Garofoloetal., 2017).
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In Italia la brucellosibovina e ovi-caprinarimane un importanteproblema
economicoe sanitario,soprattuttonelle regioni meridionali quali Campania,
Puglia,Calabra e Sicilia.

La Sicilia apparda regionepiu colpita: perquantoriguardal 6 al | eavia me nt c
caprinocherappresentanadelle principali risorseperl 6 e ¢ o negonealea
Si registranoancoranumerosicasi, mentresi osservaunalieve riduzionedel
numenp di allevamentbovini infetti.

La persistenzalella brucellosipuo esseremessain relazionecon il tipo di
produzione:nella realta siciliana per le mandrie da latte viene solitamente
utilizzato un allevamentantensivo;al contrarionelle stesseareegeografiche
le mandrieda carnesonoallevateestensivamenté. 6 a b i teglidlievateri
di spostargli animaliversoi pascoliestivi,conpossibilitadi contattotra capi
di bestiameappartenenta mandriediverse,puo rappresentaren fattore di

rischio perla diffusionedellazoonosisul territorio (Calistrietal., 2013).

Per far fronte al problemadella brucellosiovi-caprinae bovina, il governo
italianohaadottatonel corsodegli annistrategiediverse.

Fino al 1992il controllo dellabrucellosibovinasi basavasulla vaccinazione
degli animali giovani con il ceppovaccinaleB. abortus S19 (Calistri et al.,

2013).
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L'efficacia del vaccino variava a secondadi parametri quali I'eta della
vaccinazione,la dose, la via di somministrazionee la prevalenzadella
brucellosinegli allevamentivaccinati. Inoltre, sebbenal ceppol9 fossedi
bassavirulenzaperi bovini, la vaccinazionealelle vacchegravideerain grado
di provocareaborti(Schurigetal., 2002).

L 6 i m pdel egppmovaccinaleS19 mostravatuttaviacomeinconvenientda
produzionedi anticorpicapacidi interferireconi testsierologiciutilizzati per
la diagnosidi brucellosi(Caporaleet al., 2010). Questoproblemaé stato
superatocon lo sviluppo del ceppomutanteB. abortusRB51 resistentealla
rifampicina(Schurigetal., 2002).

Al contempal controllodellabrucellosiovinae caprinaeraattuatoattraverso
la vaccinazionedel bestiamecon il ceppovivo e attenuatodi B. melitensis
REV1. Lo stessa@eppovaccinaleprovocavaspessd 6 abebbes cnetzi one

latte sesomministratad animalidurantda gravidanzgSchurigetal., 2002).

Coni decretiministerialiD.M. 453/1992e 651/19941 6 | haadoitatbuna
strategiadi eradicazionéasata su unarigorosapolitica di testsierologicie
macellazionedei capi di bestiameinfetti ed ha vietatola vaccinazionedegli
animaliperbrucelbsi.

A seqguitod e | | 6 a p pliltali dispasizioni ataosservatainalentama

costantediminuzionedellaprevalenzalellamalattia seconda dati pubblicati
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d al | 6nEIEWBOAeHealthZoonosefRkeport2020,i tassidi prevalenzalella
brucellosibovinaedovi-caprinain Italia si attestan@l di sottodel 2% (EFSA,

2021).

Purtroppo, nonostantele misure di sorveglianzae controllo introdotte, la
malattia rimane ancoraendemicain diverse province meridionalid 6 1 t al i a
(Janowiczetal., 2020).

Attualmentejn ambitoveterinariq la strategiazaccinalenonvienepersegu:

se da un lato risulterebbeefficace per il controllo e il contenimentodella
zoonosi, d a | | Ocarmptomeaiterebbeil programma di eradicazione.

Il trattamentaantibioticodegli animaliinfetti o potenzialmentespostinon e
comunementetilizzato.

L 6 a b b at deii cape sietologicamentepositivi risulta pertantol 6 uni c a
proceduraattuata, pur comportandoingenti perdite economicheper gli

allevatori(Corbel,2006).
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1.6 Trattamentodellabrucellosin el | 6 U 0o mo

Perquantoconcernda saluteumanajn assenzali vaccinisicuriedefficaci, la
prevenzionedella malattian e | | Gsubasaesclusivamentsuun 6 adeguat
conoscenzalelle situazionidi rischio e sul rispetto delle buonenorme di
comportamentaalimentae. In campo clinico, la terapia antibiotica risulta
fondamental@erlimitarel 6i nf ezi one.

Il percorsoterapeuticodefinito d a |OkgénizzazionédMiondiale della Sanita
(OMS)nel1986prevedd 0 wlislaxiciclinaperseisettimanein combinazione
conrifampicinaperseisettimaneo streptomicinger2-3 settimane.

Tali regimi di trattamento sembrano tuttavia non essere accettati
universalmentee soggettia modifiche soprattuttonelle regioni endemiche

(Pappa<tal., 2005).

Nel corso degli anni numerosistudi sono stati condotticon| 6 obidet t i v C
definire percorsimonoterapiciridurre la duratadel trattamentojndividuare

nuovifarmacipiu efficaci e/oapproccialternativi

Sin dalle prime analisi € emersoche i regimi terapeuticiin monoterapia,
analgamentai trattamentdi brevedurata(tre settimane)risultanoinadeguati
perla curadella brucellosia causadi unapiccolamasignificativapercentuale
di fallimenti terapeuticipit comunementsottoformadi ricadute chesi attesta

trail 5%eil 15%.
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Antibiotici piu recenticomeciprofloxacinae ceftriaxonesonostatitestaticome
farmacimonoterapicconrisultati deludenti.

Altri studi hannovisto | 6 i mpei gugrachinoloniche, pur se efficaci in
alcunicasiclinici, nonsonoraccomandattomefarmacidi primalinea (Ariza
etal., 2007).

Le triple combinazionibasatesu trimetoprim/sulfametossazorifampicina,
di cui si riportanoin letteraturaopinioni contrastati,rimangonopopolariin
alcuniregioniendemichgoervia dei costisignificativamentenferiori (Pappas
etal., 2005).

Infine alcunigruppidi ricercaitaliani hannostudiatol 6 wedlaminociclinain
monoterapiain combinazioneonrifampicina:le proveraccoltesonorisultate
insufficienti per dimostrarela superioritadel regime terapeuticoanalizzato
rispettoal percorsaufficiale suggeritodallelineeguidad e | | @AD24 8tal.,

2007).

La difficolta neltrovareregimiterapeuticalternativie statacorrelatadaalcuni
studiosialla capacitadel microrganismadi penetarea | | 6 idaimacnofago
formandounospecialevacuoloacido(Brucella-containingvacuok, BCV) che
consenteal patogenodi sottrarsia | | 6 adegli antibmtici (Pappaset al.,

2005).
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L 6 udi molecoleantibioticheappartenenta classidifferenti per periodi di
tempo prolungati,come raccomandatmella terapiaantibrucellotica,creadi
fatto le condizioni idealiperl 6 e me rdgleresstanzeantimicrobicheln
relazioneai farmaci attivi contro la Brucella, studi recenti evidenzianoun
aumento nella comunita della resistenza alla rifampicina che
compromettereblde 6 e f fdeltattamentali infezionistrettamenteorrelate
comela tubercolosi.

Analogamente altri studi hanno associato | 6 u sle trimetoprim/
sulfametossazola | | 6 a dentassidi resistenzasservatin B. melitensis

(Arizaetal., 2007).

Tali osservazionportanoafocalizzarel 60 at t sultozsviluppodi approcci
terapeuticialternativipiuttostoche nella scopertadi regimi antimicrobicipiu
efficienti. ad esempio si potrebbe tentare di modificare | 6 ambi ent e
intracellulareacidoin cui risiedeil patogenoconsentendaosiunamaggiore

efficaciadelleclassidi antibioticicomunementatilizzate(Pappa®tal., 2005)
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2. ANTIBIOTICO -RESISTENZA

2.1 1l fenomenod el | © a nrésistbnzao t | c O

Gli antibiotici hannorivoluzionatola medicinasotto molto aspettie hanno
permessali salvareinnumerevolivite umanelL 6 ud questifarmacie stato
accompagnatdallarapidacomparsali ceppiresistent{Daviesetal., 2010).
La resistenzagli antibiotici, o antibioticoresistenzag un fenomenanaturale
di adattamentodi alcuni microrganismiche acquisisconola capacitadi
sopravviveree cresceran presenzali unacertaconcentrazioneli un agente
antibattericq Antibiotico-resistenzael settoreumano MinisterodellaSalute,
2009).

La resistenzantimicrobicarappresentadoggi un problemaglobaledi sanita
pubblicacheminacciala nostracapacitadi trattareefficacementde infezioni
batteriche. Microbiologi ed infettivologi hanno da tempo preso atto del

problemama la consapevolezzalella minacciasta raggiungendacsolo ora
| 6 o p ipubblioan e
Molti agentiinfettivi chein passatpotevanaesserérattaticonsuccessdjanno

acquisitoresistenzaalla maggior parte, e in alcuni casi, a tutte le classidi

farmaciantibatterici.
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L 6 uecaessivoe | 6 urmmpropriatodegli antibiotici in molteplici settori
(umanoanimale agricolo)sonodaconsiderarsirai fattori principalifavorenti

lo sviluppodelleresistenzédMcEwenetal., 2018).

2.1.1 Origine dellaresistenzaagli antimicrobici

La resistenza agli antibiotici si e sviluppata molto tempo prima
del | 601 n tdelle dostanzeantiraicrobiche nella medicina umana e
veterinaria.

Studiretrospettivievidenziananfatti la presenzali genidi resistenzan isolati
battericid e | Ip@antibsotica.Gli studiosisostengon@hetali genisi siano
originati milioni di annifa nei batteriproduttoridi antibiotici, rappresentando
pergli stessun meccanismali autoproteziong Guardabasstal., 2008).

Si descrivonoprincipalmentetre modalitadi sviluppo della resistenzaagli

agentiantimicrobicida partedelle speciebatteriche:

A Acquisizionedei geni di resistenzadai produttoridi antimicrobici: in
seguitcadintegrazionen elementigeneticimobili comeplasmidie trasposoni,
tali geni possonoesserdrasferiti orizzontalmentead altre speciemicrobiche,
dove possoncsubiremutazioniche ottimizzanola loro attivita funzionalenel

nuovo ospite. Ne sono un esempiole proteine di efflusso associatealla
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resistenzallatetraciclinanei batteriGramnegativie Gram-positivi (Schwarz

etal., 2001).

A Mutazioni spontaneedi geni i cui prodotti svolgono un ruolo nel
metabolismdatterico:vienealteratala capacitadegli enzimidi riconoscerel

substrato generalmenterappresentatala intermedidelle vie biosinteticheo
biodegradativeal fine di riconoscerde molecoleantibiotiche Si ritienechele

acetit, adenit o fosfotransferasi coinvolte nel | 61 nadegh vazi
aminoglicosidio del cloramfenicolosi sianoevolutein questomodo(Schwarz

etal., 2001).

A Mutazioni spontaneeche modificano le strutture bersaglio degli
antibiotici: un esempiopuo esserddentificato nelle topoisomerasdel DNA
resistentiagli effetti inibitori dei fluorochinoloni.In alcuni casié sufficiente
una sola mutazioneper modificare la strutturabersaglioe determinarela
comparsali ceppiresistenti:si parlain tal casodi mutazionia singolostadio.
Per altri target sono necessarigiu mutazioniper lo sviluppo del fenotipo

resistenteil processwienedefinito multistadio(Schwarzetal., 2001).
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2.1.2 Trasferimentoorizzontaledei genidi resistenza

La rapidadiffusionedeigenidi resistenzantimicrobicatra batteridellastessa
speciee di speciee generidifferenti € principalmentdl risultatodi eventidi
trasferimentarizzontaledi elementigeneticimobili portatoridi unoo pit geni
di resistenza.

Tra questi,plasmidi,trasposonijntegronicassettgenichesvolgonoun ruolo
importante Nello specifico,gli elementimenzionatsonocompostidaDNA a
doppiofilamentoe differiscononettamentg@erdimensionistrutture proprieta

biologichee modalitadi diffusione(Schwarzetal., 2001).

| plasmidi sonoelementiextracromosomiccapacidi replicazioneautonoma.
Le proprietaconferitedai plasmidinon sonoessenzialper la sopravvivenza
dellacellulabattericapossonacomunquessserali beneficioperil baterioin
condizionispecifiche Questeproprietaaccessoriencludonola resistenzagli
agenti antimicrobici, ai disinfettanti, ai metalli pesanti, alle batteriocine.
| plasmidi possonainoltre recaregeni codificanti per fattori di virulenzao

tossinee geninecessarperle funzionidi fertilita (Schwarzetal., 2001).

A differenzadeiplasmidi,i trasposoninonpossiedonaistemidi replicazione.
E (ertantonecessarid 6 i n t e ig maerolecapaeidi replicazionecome

DNA cromosomicoo plasmidiper poteressemantenutistabilmente.
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| trasposonivariano per dimensioni e struttura:i piu piccoli, noti come
sequenze 6 i n s €l$),zantenganesclusivamentd genedellatrasposasi
mentrequelli pit granditrasportanaino o due geniaggiuntivi(Schwarzetal.,

2001).

Le cassett@enicherappresentanpiccoli elementimobili inferiori ai 2kbp,ad
oggi rilevate solo nei batteri Gramnegativi. Questielementidifferisconodai
plasmidi per la mancanzadi sistemidi replicazionee dai trasposoniper la
mancanzali sistemidi trasposizioneSi muovonodunqueperricombinazione

sito-specifica(Schwarzetal., 2001).

Infine gli integroni sonoelementidi DNA frequentementelentificatiin ceppi
multiresistentiisolati daanimalie d a | | 06 Iu maloadegli integroni nello
sviluppo della resistenzamultipla si basa sulla loro capacita unica di
raggruppareed esprimerei geni di resistenzaai farmaci: in particolare,
promuovonda catturadi unao piu cassettgenicheall'internodello stessaito
di attaccoformandocosigruppicompositidi genidi resistenzagli antibiotici

(Carattoli,2001)

| principali meccanismchefacilitanoil trasferimentayenicoorizzontaletrai
batteri sono la trasformazioneja trasduzionee la coniugazione(Carattoli,

2001).
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Latrasformazione naturale consisten e | | 6 a ¢ di DNAslibem daparnte
di cellule batterichecompetenti.Condizioni necessarigoer il processodi
trasformazionesono la disponibilitd di DNA libero, lo sviluppo della
competenzd, 6 u pel ® k & t e gabladelDNAnirgernalizzatqHeueret
al., 2007). Si ritiene che la trasformazionesvolgasolo un ruolo limitato nel
trasferimentadei genidi resistenzaDa un lato, il DNA libero provenienteda
batterilisati vienerapidamentelegradatonella maggiorpartedelle condizioni
ambientali.D'altraparte,solopochibatteri,comeStreptococcupneumonia®
Bacillus spp, mostranouna capacitanaturaledi assorbireil DNA dal loro

ambientgSchwarzetal., 2001)

La trasduzionedescriveun processali trasferimentanediatodabatteriofagi.
La diffusione dei geni di resistenzaattraversola trasduzioneé fortemente
influenzatadallaquantitalimitatadi DNA chepuoesserempacchettatan una
testafagicae dallarichiestadi specifici recettoriper I'adesionedei fagi sulla
superficiedellanuovacellula ospite. Tale process@ comunementesservato
tra batteridellastessaspecieraramentesi osservdra batteridi speciee generi

diversi(Schwarzetal., 2001)

La coniugazione e il processomedianteil quale una molecoladi DNA,
generalmenten trasposon® un plasmideconiugativo,vienetrasferitodauna

cellulabattericadonatricead unariceventefisicamenteassociatattraversaun
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apparatodi coniugazione.Sebbenei principi meccanicisticialla basedel
processosiano gli stessi, si riscontra una notevole diversita nei sistemi
coniugativi dei Gramnegativi e dei Grampositivi (Heuer et al., 2007).
La coniugazionsembraavereunruolodi primariaimportanzgerla diffusione
deigeni di resistenzé&rabatteridi speciee generidifferentiin popolazionmiste
batteriche,comesi osservasulla pelle e sulla mucosadel tratto alimentare,

respiratorioe genitaledi umanie animali(Schwarzetal., 2001)

Inoltre, plasmidi, trasposonie cassettegeniche/integronisi diffondono
verticalmentedurantela divisionedella cellulaospite,garantendan tal modo
un trasferimentointergenerazionalelei geni di resistenza(Schwarzet al.,

2001)
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2.1.3 Meccanismidi resistenzaagli antibiotici
| principali meccanismidi resistenzache le specie batterihe possono

svilupparenei confrontidei farmaciantimicrobicisono:

a. Inattivazioneenzimatica

E &tatadescrittaneibatteriGrampositivie Gramnegativiu n 6 a wapetadi
enzimiin gradodi inattivarele molecoleantibioticheattraversoreazionidi
trasferimentodi gruppi funzionali su siti bersaglio specifici. Tali enzimi
risultanocoinvolti nellaresistenzal cloramfenicolo,agli aminoglicosidie ai
macrolidi.

La resistenzaal cloramfenicolo viene conferitad al | 6@zl bvenzi m
cloramfenicoloacetiltransferas{Cat) che catalizzail trasferimentadi gruppi
acetilenelle posizioni C1 e C3 della molecolaantibiotica.ll cloramfenicolo
acetilatoperdela capacitadi inibire la sintesiproteicadella cellula batterica.
E Gstatadocumentatd 06 e s p r & gediicat mecocchi gram + come
StaphylococcuysStreptococcusEnterococcusoltre che nella famiglia delle
Enterobacteriaceae

L 6at tdi egnzimi'come N-acetiltransferasi,O-adeniltransferasio O-
fosfotransferasié stata riscontratain batteri con fenotipo resistenteagli
aminoglicosidi. Alcuni degli enzimi inattivanti gli aminoglicosidi sono

codificatidagenicontenutia | | 0 idnirttegroniicassettgeniche.
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Infine le fosfotransferastodificatedai geniplasmidicimphsonostaterilevate
in Escherichiacoli e nello Staphylococcugesistenteai macrolidi (Schwarzet
al., 2001)

Altro meccanismali resistenzger inattivazioneenzimaticaé rappresentato
dalla degradazionalella molecola antibiotica ad operadi enzimi come b-
lattamasijdrolasiedesteras(Schwarzetal., 2001)

In particolare,il ruolo delle b-lattamasie ad oggi ampiamentestudiato:nei
batteri Gramnegativi, compresde Enterobacteriaceada produzionedi b-
lattamasicheidrolizzanol'anello b-lattamicoinattivandoil farmaco ¢ la causa
predominantedi resistenzaai b-lattamici. La diffusione della resistenzaa
guestaclassedi antibiotici é correlataad un costanteaumentoin Europadel
numerodi decessperinfezioni dovutea E.coli e K.pneumoniaeesistenti(De

Angelisetal., 2020).

b. Riduzioned e | | 0 a mtcacellare perridotto assorbimento

Ladiminuzioned e | | 6 a s sdelfarmacoeecoriducibilea:

A Una ridotta espressionealterazione strutturale o perdita di porine

attraversde qualigli antibiotici entrananellacellulabatterica

A Un cambiamentonella carica dei lipopolisaccaridi(LPS) della parete

cellulare.
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Un esempioa riguardo é rappresentatalalla resistenzaagli aminoglicosidi
descrita in Pseudomonaaeruginosa e associatad alterazionia caricodel
LPS che impedisconoagli antibiotici di attrawersarela membranaesterna.
In Escheichia coli inveceunadiminuzioned e | | 6 di p-latarkice stata
correlataad unaridotta espressionéelle porine OmpFe OmpC (Schwarzet

al., 2001)

C. Riduzioned e | | 6 a mtcacehulare peraumentataestrusione

Le pompedi efflussoassociatealla membranagiocanoun ruolo importante
nellaresistenzanultifarmacol genidi resistenzahecodificanoperle proteine
di efflusso sono stati rilevati su plasmidi, trasposonie cassettegeniche
(Schwarzetal., 2001)
AmpiamenteespressineibatteriGramnegativi,vengonalescritticomesistemi
in gradodi trasportarée molecoleantibioticheal di fuori dellacellulabatterica
mediante processi dipendenti d a | | 6 e Questogeifflasso riduce la
conentrazioneintracellularedi antibiotici, garantendda sopravvivenzadei
batteri(Blair etal., 2014).

Alcuni sistemidi efflusso esportangoprincipalmenteuna ristrettagammadi
substratistrutturalmenteorrelati;al contrario,esisteancheun grannumerodi
trasportatormultifarmacoin gradodi esportarainavarietadi compostitossici

inclusi agentiantimicrobici.
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Le pompedi efflussorappresentand meccanismalla basedellaresistenza
alletetraciclineeaifluorochinoloni.lng u e s t @asdsdnorappgresentatia
trasportatorimultifarmacoin gradodi esportarepltre ai chinoloni, un'ampia

gammadi altre sostanzeossicheadallacellulabatterica(Schwarzetal., 2001)

d. Alterazionedeisiti bersaglio cellulari

Talemeccanismali resistenzguoesplicarsiattraverso:

A Sintesidi proteineprotettivedel ribosomacheconferisonoresistenzaille
tetracicline, identificate nei Grampositivi e nei Gramnegativi e
codificatedai genitet

A Modifica chimicadel sito bersagliodellamolecolaantibioticaad operadi
rRNA metilasi (codificatedai geni erm). Questametilazioneconferisce
resistenza crociata a macrolidi, lincosamidi e composti B di
streptogramine.

A Sostituziom di una struttura bersaglio sensibile con una resistente.
L 6es epipnoto e studiato di questo meccanismoe relativo
all'acquisizionedi PBP resistentiai b-lattamici che sostituiscond PBP
sensibili, portandoalla resistenzaalla meticillina nello Staphylococcus
aureus Gli isolati di Staphylococus aureus meticillino-resistenti
(MRSA) sonoresistentinon solo a tutte le penicilline, ma anchealle

cefalosporineai carbapeneme ai monobattami. Un altro esempiodi
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guestaneaanismadli resistenza rappresentatdallaproduzionedaparte
di generi batterici come Clostridium Neisseria, Brucella, di enzimi
deidrofolatoredattas{DHFR) conminoreaffinita peril trimethoprimche

rendonogli stessintrinsecamenteesistenta | | anti bi ot i co.

A Mutazoni che modificanoil sitotargetd e | | 6 ant iEsempidiobi c o

questomeccanism@onorappresentatia:

- Mutazionin e | | 0163chn&istenteel cambiamentali unasingola
basejn gradodi conferireresistenzalla streptomicinee alla
tetracicline.

- Mutazionin e | | 02B83aNsAciatallaresistenzai macrolidi.

- Mutazioninel genecodificantela proteinaribosomialeS12,
responsabildellaresistenzalla streptomicina.

- MutazionineigenigyrA e gyrB, codificantila DNA girasi,e neigeni
parC e parE, codificantila DNA topoisomerasiV, sonostateassociate
allaresistenzai fluorochinolonierilevatein un‘ampiagammadi
batteriGrampositivi e Gramnegatividi importanzaumanae

veterinaria(Schwarzetal., 2001)
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2.2 Usodegliantimicrobicin e | | Gewmeglhaaimali

La somministraziondi agentiantimicrobicinegliesserumanicos comenegli
animali sollevaun potenzialerischio per la selezionedi batteriresistentiagli
antibiotici (Schwarzetal., 2001).

Cio é riconducibileal fatto chel & wegb antibiotici esercitauna pressione
selettivasulle comunitamicrobiche,portandoi ceppiad acquisirela capacita
di sopravviveree proliferareanchein presenzali unacertaconcentraziondi

farmaco(Schwarzet al., 2001).

Nel I 06 ufamaci antimicrobici sono utilizzati principalmente per il
trattamentodi infezioni cliniche (McEwen et al., 2018). La profilassi
antibiotica € invece limitata a particolari circostanze:in chirurgia e
raccomandatael decorsopostoperatorioche seguealcuni tipi di interventi;
vieneinoltre eseguitan casodi esposiziona patogenialtamentdrasmissibili
o pericolosicomeMeningococcae agentiinfettivi responsabildi MTS quali
Chlamydia ,Neisseriagonohorreae.

In medicina veterinariaci sono notevoli differenze nel modo in cui gli
antimicrobici vengono utilizzati negli animali da compagniarispetto agli
animali da produzionealimentare.Nel primo casole pratichedi uso degli

antimicrobicisonosostanzialmentsimili aqudle negliesserumani:vengono
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somministratinei singoli animali a scopoterapeuticao profilattico (McEwen
etal., 2018).

Diversamente, negli animali da produzione alimentare il trattamento
individuale risulta spessampraticabileessendqli stessiallevati in gruppi
numerosiin questicasisi preferiscel trattamentadi gruppo(Schwarzet al.,
2001). Contaleregimedi trattamentoperragionidi praticitaedefficienza,i
farmaci vengono solitamente somministrati attraversomangime o acqua
(McEwenetal., 2018).

Inoltre, neglianimalidaredditole sostanzeonattivita antimicrobicavengono
utilizzate per scopi differenti: trattamentodelle malattie, prevenzionee
controllodelleinfezioni batteriche promozionedellacrescita(Marshallet al.,

2011).

L dso terapeutico di agenti antimicrobici ha lo scopo di contrastare
unoi n fbatricaesstent€Schwarzetal., 2001). Solitamentenei grandi
allevamenti,quandoun numerolimitato di animali viene identificato come
infetto, siintraprendal trattamentd 6 i mandriacegreggeal fine prevenire
unoul estensiomsreel | one.Tdlegraticaviene definita metafilassi

(Schwarzetal., 2001)

La terapiaprecoceper l'intero gruppo di animali puo ridurre il numerodi

animali malati e/o morti e puo anche diminuire la quantita di agenti
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antimicrobici necessarifiducendodi consguenzai costi del trattamento

(Schwarzetal., 2001).

Contrariamentea | | Gemapeniticoe metafilattico degli antimicrobici, la
profilassi € una misura esclusivamentepreventiva che puo essere
somministratasia su singoli animali che su gruppi di animali La profilassi
antibioticain ambitoveterinariorisultainevitabilein determinateircostanze
in alcuni periodi chiave della vita animale,durantei quali gli animali sono
riconosciuti come maggiormentesuscettibili alle infezioni (Schwarzet al.,
2001).

E O6quanto si verifica nelle vacche da latte, in cui la somministrazione
profilattica intraamammariadi antimicrobici € raccomandatal termine del
periododi lattazione per prevenirela mastite;negli allevamentidi suini e
bovini viene attuatoun trattamentoantibiotico preventivonel periododello
svezzamentoViene inoltre eseguitoun trattamentoprofilattico in casodi
mescolamentdi animaliprovenientidadiversiallevamenti.

Tuttavia,l 6 a p p | prafilatzcadegt antimicrobicié statacriticatarispetto
ad un possibilecoinvolgimentonella selezionedella resistenzara i batteri

patogeni.
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Ancorapiu criticamentevalutatoel 06 wisartibioticiperla promozionedella
crescitaneglianimalidaproduzionealimentargSchwarzetal., 2001).

| promotoridella crescitacontribuisconan modo importantealla resistenza
antimicrobica perché vengono somministrati ad interi gruppi di animali,
generalmenteper periodi di tempo prolungati e a dosi subterapeutiche,
condizioni che favoriscono la selezionee la diffusione di batteri resistenti
al | 0i enttagnuppiodi animali, nonchéa | | 0 attvavessola catena
alimentarg McEwenetal., 2018).

L 6 i mpdegi@utibiotici per fini non terapeuticirisale alla meta degli
annio 5(Mlarshalletal., 2011).

| farmacipiu comunementeitilizzati a tale scopoincludevanoi macrolidi, i
polipeptidi (bacitracina), i glicopeptidi (avoparcina), le streptogramine
(GuardabassR008).

Negli annisuccessive emersachenegliallevamenitin cui venivanoutilizzati
gli antibioticicomepromotoridellacrescitasi rilevavaunamaggiorepresenza
di batteriresistentnellafloraintestinaledeglianimalie degliallevatoririspetto
a quelli di animalie personedi allevamentiin cui tale praticanon eraattuata

(Marshalletal., 2011).
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Il RapportoSwanndel 1969 é statala baseper lo sviluppo di politiche e
regolamentazioniinerentil 6 upsuaentedegli antimicrobiciin molti paesi
(Guardabasstal., 2008).

Nel Rapportoin questioneveniva sottolineatoper la prima volta cheii | a
somministrazionedi antibiotici al bestiamed 6 a | | e vaaliwedi nstibo |,
terapeutici, pone un rischio per la salute umanae a n i m.alhokre&) si
raccomandaval 0 u t icéme pronootori della crescita dei soli agenti
antimicrobicidi scarsapplicazionenel trattamentai infezioniumaneal fine
di preservarné 6 e f f(Swanaetal., 4969).

Alcuni paesi,inclusal 6 UhBnnogradualmentevietatol 6 w@enterapeutico
degliantimicrobici(Guardabasstal., 2008).

Con il RegolamentadCE 1831/2003sugli additivi destinatiall'alimentazione
animalee statoimpostoil divieto dellGuso degli antibiotici come promotori

dellacrescitaa partiredal 1° gennaia2006.
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2.3 Rischioperla saluteumanaassociataal consumodi antimicrobici

negli animali
L 6 ut idelle stesseclassidi antimicrobicin e | | deuneginanimali ha
portatoa | | 6 i n di problgreilegatealla capacitadi trattareefficacemente

le infezioni umane.A tal propositoun esempiodocumentatan letteraturae
relativo alla colistina, a lungo utilizzata nel settore animale per scopi
terapeutici,profilattici e per promuoverda crescita.l primi dati relativi alla
resistenzaalla colistina sono emersicon | 6 a wnel i2@l4 del Piano di
monitoraggicobbligatoriodellaresistenzan Europa.

Recentementl stessaantimicrobicoe statorivalutaton e | | cniccscome
farmacodi ultima istanzaper il trattamentadi infezioni umanesostenuteda
batteriGramnegativimultiresistent

Daquantoaffermatoemergechela diffusionedellaresistenzalla colistinane

comprometterebbé 6 unseol | O limitando,ulteriormentele possibilita

terapeutichéMcEwenetal., 2018).

Ulteriore rischio associatoal consumodi antimicrobici nel settoreanimale
risiedenel fatto che i batteriresistentiche colonizzanoe infettanole specie
animalipossonasserdrasmessa | | 0 attcaversal contattodirettocongli

animali, mediante la catena alimentare o tramite ambienti contaminati

(Guardabasstal., 2008).
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Perquantoconcernd 0 a c ( u delaregistenzateaversal contattodiretto

congli animali, & necessarigottolinearecheallevatori,veterinari,addettialla

macellazionesono direttamenteespostial rischio di esserecolonizzati o

infettati da batteriresistentidi origine animale.Di fatto, tali figure lavorative

fornisconouncanaleperl 6 i n gligenislisesistenzan ambitocomunitario

e talvoltanosocomialedovesi verificapoiu n 6 u | difeusionedeglestessi.
La trasmissionediretta dei batteri patogenidagli animalia | | 6 & stateo
segnalatgerla primavoltadalLevy etal. nel 1976,quandoe statariscontrata
la presenzaleglistessceppidi Escherichiacoli resistentalle tetraciclinenella

flora intestinale degli allevatori di polli e nel pollame a cui veniva

somministratomangime con aggiuntad e | | 6 a nt iStodi succesbivi ¢ 0 .
hannofornito ulteriori prove circal 6 o r anignaledes batteriresistentiche
colonizzanoo infettanogli esseriumani.Da uno studio condottonel 2007 &
emersoche la metadei lavoratori avicoli risultava colonizzatada E.coli
resistente alla gentamicina, antibiotico pit comunementeusato negli
allevamentidi pollame,al contrariosoloil 3% dei lavorator non avicoli era
colonizzatadal ceppobattericoin esamgMarshalletal., 2011).

Al contrario,i consumatoripossonoacquisirebatteri resistentiattraversail

consumodi alimenti di origine animale.La via di trasmissionelimentaree
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statariconoscida comela principalevia di diffusione dei geni di resistenza
daglianimalia | | 6 (Goandabastal., 2008).

Gli studi svolti negli anni hanno evidenziatola presenzadi medesimi
determinantgeneticidi resistenzanei batteriisolati dagli animalidaredditoe
nei prodotti alimentarida essiderivati, fornendodi fatto prove relative del
trasferimentad e | | 0 a rArésisténzadtraviersda filiera alimentare.
Sebbendan passatal passaggiali batteri zoonotici resistentidagli animali
al | 0 atvarsoa via alimentaresiarisultatospessdlifficile daprovaree
dadiscernereispettoalle altrepossibilivie di trasmissiond, 6 a v di euove 0
tecnichemolecolariha permessali fornire nuoveprovea riguardo(Marshall

etal., 2011).

Infine, ricercherecentiindicanol'ambientecomeunacomponentemportante
per la trasmissionedi batteriresistenti.Si stima che dal 75% al 90% degli
antibiotici utilizzati negli allevamenti siano escreti, in gran parte non
metabolizzatin e | | 6 a mdltre,@lhant@enicrobicisonostatirilevati nelle
polveri degli allevamenti,nelle falde acquiferead essi associatenei suoli
trattaticonletame.ll rilasciodi antibioticin e | | 6 aesfoneanurheeevoli
microrganismi ambientali a quantita minime di mole®le antibatteriche,
sufficienti a selezionarenelle specie microbiche i fenotipi di resistenza

(Marshalletal., 2011).
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Da quantoespostcemergela necessitali ridurrel 6 udegb antibiotici negli
animali da produzione alimentare, sostituendoliove possbile, al fine di

preservarda salutepubblicae animale(OECD, 2022).

2.4 Antibiotico-resistenzala strategiaOne Health

L Gantibioticoresistenzaieneattualmenteannoveratdrai principali problemi
di sanitapubblica,conunforte impattosian e | | 6 eimthb ¢héeoonomico.
Ldtalia daannietrai Paesin Europaconle piu alte percentualdi resistenza
alle principal classidi antibiotici. A tal proposito,nel 2001 e statoistituito
dal | 6 Superiotewdt &anita (ISS), un sistema di sorveglianza
dellGantibioticoresistenzaon!| 6 o b i @rimdrio dv descriveredrequenzae
andamentalelleresistenzen ungruppodi patogenrilevantidal puntodi vista

epidemiologicce clinico (ISS,2021).

La resistenzantimicrobicarimanecomungue unasfida globalecherichiede
unacollaborazionenternazionald OECD, 2022. Si é resonecessaripertanto
un approcciol O nHed t Hefinito come uno sforzo collaborativodi piu

disciplinee istituzioni (medicinaumanae veterinaria settoreagrcalimentare,
ambientelheoperanalivello locale,nazionalee globaleperraggiungeraeina

saluteottimaleperle personegli animaliel 6 ambi ent e.
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L 6 a p p rOoeHraltlvé fondamentaleper il raggiungimentodei cinque

obiettivi delineatinel Pianod 6 a z glabaleesulla resistenzaantimicrobica

d el | 0GD bbkettivi stabilid a ?Assémbleanondialedellasanitanel 2015

sonoi seguati (WHO, 2015):

AMigliorare la consapevolezzae la comprensione della resistenza
antimicrobicaattraversain'efficacecomunicazioneistruzionee formazione

ARafforzarda conoscenzal 0 e v iatiraversdasorveglianza laricerca

ARidurre l'incidenza delle infezioni attraverso efficaci misure igienico-
sanitariejgienichee di prevenzione

Aottimizzarel'usodei farmaciantimicrobicinellasaluteumanae animale;

AAumentare gli investimenti economici in nuovi farmaci, strumenti

diagnosticiyaccini e altri interventi.

Nonostanteuestemisure,i datidisponibiliindicanochealivello globalel 6 u s o
di antimicrobicie ancoraelevatosianel settoreumanocheanimale(McEwen

etal., 2018).
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Figura 7. Consumadegli antibioticin e | | G oeglimomali da produzionealimentarein
UE nel periodo20141018. Da fiAntimicrobial resistancen the EU/EEA. A One Health
responsé. OECD, ECDC,EFSA EMA. (2022).

| datiraccoltidal Centroeurope@erla prevenzioneil controllodellemalattie
(ECDC), d al | 0 Aeutopen pet la sicurezza alimentare (EFSA) e
dal | 0 Aguepeapera medicinali (EMA), relativi a |l | 6 u deglil
antimicrobici nella sanita umana e animale, nel periodo 20142018,
evidenzianaun consumamediodi antibiotici negli esserumani orasuperiore
aquellodeglianimalidaproduzionelimentargFigura 7).
Questatendenzasuggerisceche le misureadottatesul territorio europeoper
ridurre l'uso di antibiotici negli animali da produzionealimentaresi sono
rivelateefficaci.

Inoltre, dalle stessenalisie emersacheil consumacomplessivali antibiotici

nell'uomonell'Unioneeuropeaé diminuito del 23%trail 2011eil 2020.
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Sebbene dati suggeriscananariduzionedel consumadi antibiotici sianegli
es®eri umani che negli animali da produzione alimentare,la resistenza
antimicrobicarimaneunaseriasfidan e | | e@i®&éEestimoniatadal fatto che
le resistenzenei batteri sonoin aumentodal 2011 per molte combinazioni

antibiotico-batterio(OECD, 2022.

2.5 Resistenzantimicrobicanel generebattericoBrucella spp.

| primi lavori relativi a saggidi suscettibilitaagli antibiotici di isolati di
Brucellaspp risalgonoalla metadegliannio 5 0 .

Tra questi,uno studio condottoda Ravaioli L. pressol 0 | s $upetriaredio
Sanita sottolineavala non concordanzaral 6 at ih vitvoietn“vivo dei
farmacitestatie saggiavda sensibilitadi ceppidi B. melitensis B. abortus
B. suis nei confrontidegli antibiotici piu comunementetilizzati al tempoper
il trattamentodella zoonosi,quali streptomicinaterramicina,aureomicinae
cloramfenicolosintetico (cloromicetina),definendouna sensibilitadifferente
delletre specieneiconfronti dellemolecoleantimicrobicheén esam&Ravaioli,
1954).

Relativamentagli annisuccessival 1950,si osservan letteraturaunascarsita
di lavori inerentiil temain questionechedi fatto denotaun interessecarente

perl 6ar goment o.
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Nel 1986 vengono pubblicate ricerche interessanti:uno studio spagnolo
focalizzal 6 at t surcasidi ,ecidevaconfrontanda valoridi MIC deiceppi
isolatin e | | & i primariaconauek dei ceppiisolati dagli stessipazienti
nel corso della ricaduta, serza otteneredi fatto prove sufficienti per una
possibilecorrelaziondralo sviluppodelleresistenzelurantel trattamentaela
ricomparsalellamalattia(Ariza etal., 1986).

Nello stessoanno viene documentatger la prima volta la comparsadella
resistenzallarifampicinadurantea doppiaterapiacondoxiciclinain un caso
di infezioneumanadaB. melitensis

Isolatidi Brucella- principalmenteB. melitensis chemostranaesistenzalla
rifampicina sono stati descritti negli anni seguentiin Turchia e, piu
recentementen Egitto e Qatar.

Parallelamentaltri lavori hannoevidenziataun aumentaleitassidi resistenza

al trimetoprimsulfametossazol@lrott etal., 2018).

Pochistudihannoinveceesaminatda suscettibilitaantimicrobicadegliisolati
veterinaridi Brucellaspp unodi questie statocondottoin Brasilesu147ceppi
di B. abortusisolati da bovini e ha evidenziatouna suscettibilitaridotta alla
rifampicinaperil 36,7%degliisolatiin esamee un fenotiporesistenteertre
ceppi(2%). Uno studiosimile e statocondottoin Coreaconrisultati analoghi

(Trott etal., 2018).
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Perquantoconcernel territorio nazionale,un gruppodi ricercade | | 61 st i t |
Superioredi Sanita ha focalizzatol 6 at t eulle ba® geeretichedella
resistenza dellaridotta suscettibilitaagli agentiantimicrobiciutilizzati nella
brucellosie haidentificatoin cloni di B. melitensisRifR prodottiin laboratorio,
la presenzali mutazionichiavenel generpoB (Marianelli etal., 2004).1 dati
presentiin letteraturasuggerisconduttaviala necessitadi ulteriori ricerche
volte a trovare meccanismialternativi di resistenzaalla rifampicina dal
momentoche le mutazionidel generpoB sembranamon semprecorrelareal

fenotiporesistentalegliisolati.

La resistenzantimicrobicain Brucella spp.rimaneancoraoggi scarsamente
investigatail testdi suscettibilitaagli antimicrobicinoné raccomandatocome
praticaroutinariaa causadel rischio peril personaledi laboratorioassociato
alla manipolazionedel patogeno. La maggiorpartedegli studi consultabilia
riguardo é stataintrapresanei paesi endemiciper la brucellosiutilizzando
metodidifferenti quali macrodiluizionee microdiluizionein brodo,diluizione
in agare, piu recentemente;-test.

Lamancanzali un metodouniversalmentaccettatdimita la comparazioneei
datiforniti daidiversipaesie,secondalcunistudiosi.¢ ala basedelledisparita

nelle frequenzdli resistenzasservatéTrott etal., 2018).
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3.PARTE SPERIMENTALE

3.1 Scopodellavoro

E ormai noto che l'uso di antimicrobici negli animali e nell'uomo pud
selezionar@opolazionibattericheresistenti.

| fenotipidi resistenzagli antimicrobicisonocomunementestudiatineibatteri
patogenkoonoticiquali Salmonellaentericg Escherichiacoli, Campylobacter
jejuni, Listeria monocytogenes Yersiniaenterocoliticache,attraversal loro
ruolo di contaminantalimentari,si rendonoresponsabildellatrasmissioneli
resistenzelaglianimalia | | 6 (Whitaetal., 2002).

Contrariamente, dati attualmentalisponibili peri batteripatogenidel genere
Brucellasonoancoransufficientiperdefinireuntrendglobaled e | | 6 anrt i bi ©
resistenzanel generebattericoin questione.

| lavori pubblicatin e | | 6dedemniaatativi a studicondottinei paesiconi
tassidi incidenzadi brucellosipiu elevati,sembrancevidenziarda comparsa
di fenotipi resistenti agli antimicrobici raccomandatid a | | 0 g@MilS
trattamentalellazoonosin e | | 6impanticolarmodoallarifampicina.

In Italia la brucellosirisultaancoraampiamentelistribuitanelleregionidel Sud
Italia dovei programmidi eradicazionesonoostacolatidal mancatocontrollo

deimovimentideglianimali,dallaritardataeliminazionedeglianimaliinfetti

dallepratichetradizionalidi allevamentdMariarelli etal., 2007).
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Tuttavia finora non si hanno informazioni circa | 6 e v e présanaadie
resistenzeantimicrobichein Brucella spp.a causadella mancanzali studia

riguardo.

Il lavoro in questionesi proponecome obiettivol 6 andad lilsGant i bi O
resistenzan ceppidi campodi Brucella spp.isolati sul territorio italiano dal
2019adoggi, attraversal metododellamicrodiluizionein broda

| dati raccolti sarannautilizzati per la determinazionelei tassidi prevalenza
delleresistenzeagli antimicrobiciconparticolareriguardoalle specieBrucella

melitensise Brucellaabortus
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4. MATERIALI E METODI

4.1 Campioni

Nel seguentestudiosonostatiutilizzati ceppibattericidi Brucellaappartenenti

alla collezionedel Laboratoriodi ReferenzaIE perle Brucellosid e | | 61 st i t
Zooprofilattico Sperimentaled el | 6 Ale rdel ZMolse " G. Capor al e
(IZSAM). Nello specificosonostati presiin considerazioneeppiisolati nel

periodo compresotra Gennaio2019 ed Aprile 2022 da casi accertatidi

brucellosi umanae animale verificatisi sul territorio nazionale.

L 60 i meamtbpamariodei ceppie statoeseguit@ressa laboratoridiagnostici
degli Istituti Zooprofilattici Sperimentalipresenti sul territorio nazionale
seguendde proceduralescrittenel ManualeOIE dei Testdiagnosticie vaccini.
Gli stessisonostatitipizzati perla speciee i biovar dal Centrodi Referenza

OIE perleBrucelloside |l | 61 ZSAM

| ceppi analizzatisono stati isolati da campioni di organi e tessutianimali
prelevati nel corso delle attivita svolten e | | 6 denPiand nazionaledi

eradicazionalellebrucellosi.

La maggiorpartedei campionie stataraccoltapressaallevamentidi bestiame,
nello specificoallevamentidi bufali, bovini e ovo-caprini, localizzati nelle

regioniSicilia, Campaia, Puglia,Molise, Calabriae Basilicata.L 6 i s ol amen't
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e statocondotto dadifferenti matrici: utero,secrezionvaginali, feti abortiti,
membrandetali, mammellalatte, linfonodi, organiinternicomemilza,fegato,
polmone.

A questisi aggiungonocampioniprelevatida animali da compagniaovvero
cani: il campionament@ stato effettuatoin allevamentidella provincia di
Anconael 6 i s o lestatoeseduitodal sangue.

Altri campioni provengonoda carcassedi animali selvatici - cinghiali -
recuperate nel territorio piemontese nel periodo 2007%#2012.
Infine sono stati esaminati ceppidi Brucella isolati da campioniumani di

sangue.

In totale sonostati utilizzati perlo studio 163 ceppidi campodi Brucella,
diversificatiperspeciee biotipo oltre cheperla specieospite,secondauanto
riportatonellaTabellal.

In aggiunta| 0 a nessthtacendottasu due ceppibattericidi Ochrobactrum
anthropi isolatirispettivamentelaun uomoe daunbovino(Tabellal), affetti

dasintomatologiasimil-brucellotica.
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Brucella spp. , — — Sp'e.cie ospite , —
bufali bovini ovini caprini | uomo cani | cinghiali| Tot.
B.abortusbv. 1 50 4 54
B.melitensisbv. 3 6 37 14 4 61
B.abortushbv. 3 42 42
B.canis 2 2
B.suis 4 4
Ochrobactrum 1 1 2
165

Tabellal. Totaleceppi batterici di Brucellatestati.

4.2 Testdi suscettibilitaagli antibiotici

4.2.1 Determinazionedella minima concentrazionanibente (MIC)

| ceppiin esamesonostatitestatipervalutarela suscettibilita nei confrontidi
nove agenti antimicrobici regolarmente utilizzati nel trattamento della

brucellosiumana.

Il ceppodi riferimento Escherichiacoli ATCC 25922e statoutilizzato come
ceppodi controllo dellaqualitaperi testdi sensibilita;i ceppidi riferimento
Brucellamditensisbiovar 1 16M e Brucellaabortusbiovar3 Tulya sonostati
inoltre utilizzati comecontrolli perl'identificazioneJa biotipizzazionee il test

di suscettibilitiantimicrobica.

La minima concentrazioneli farmacoin gradodi inibire in vitro la crescita
batterica(MIC) é statadeterminatattraversdl metododellamicrodiluizione

in brodo.
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A tal fine sonostateutilizzate le micropiastrecommercialiMICRONAUT-S
Gramnegative(MERLIN DiagnosticsGmbH, BornheimHerselGermany),a

96 pozzetticontenentgli antibioticiin concentrazioniscalari.

Nella Tabella 2 sono riportati gli antimicrobici e i relativi range di
concentrazione(eg/mL) testati. In Figura 8 e riportato uno schema

rappresentativdelle micropiastreutilizzate.

Agenti antimicrobici Rangedi concentrazione(e g/mL)
GentamicingdGEN) 0.004- 8
StreptomicingdSTR) 0.008- 16
Doxicilina (DOX) 0.004- 8
Tetraciclina(TET) 0.004- 8
Cloramfenicolo(CMP) 0.5-8
Rifampicina(RAM) 0.15-8
Trimetoprim/Sulfametossazo(@/S) | 4/76- 0.002/0.04
Ciprofloxacina(CIP) 0.002- 4
Levofloxacina(LEV) 0.004- 4

Tabella2. Agentiantimicrobicie rangedi concentrazioneitilizzati.
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;| 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A GEN GEN GEN GEN GEN GEN GEN GEN GEN GEN GEN GEN
8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,03125 | 0,015625 | 0,0078125 |0,00380625
B STR STR STR STR STR STR STR STR STR STR STR STR
16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,03125 | 0,015625 |0,0078125
c DOX DOX DOX DOX DOX DOX DOX DOX DOX DOX DOX DOX
8 4 2 4 0.5 0,25 0,125 0,0625 0,03125 | 0,015625 | 0,0078125 |0,00390625
D TET TET TET TET TET TET TET TET TET TET TET TET
8 4 2 1 05 0,25 0,125 0,0625 0,03125 | 0,015625 | 0,0078125 |0,00390625
E CMP CMP CMP cmpP CMP RAM RAM RAM RAM RAM RAM RAM
8 4 2 1 0,5 8 4 2 1 0.5 0,25 0,125
F TS TS TIS TS TS TS TIS s TiS TIS TS TS
476 2/38 11 0,59,5 0,25/4,75 | 0,125/2,375 0,0625/ 0,03125/ 0,015625/ 0,0078125/ | 0,00390625/ |0,001953125/
1,1875 0,59375 0,296875 0,1484375 0,074218 0,03710
G cip CIP cip CiP cip cIP CiP cip cip CIP CIP CiP
4 2 1 05 0,25 0,125 0,0625 | 0,03125 | 0,015625 | 0,0078125 |0,00390625(0,00185312
5
H LEV LEV LEV LEV LEV LEV LEV LEV LEV LEV LEV GC
4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,03125 | 0,015625 | 0,0078125 |0,00390625

Figura 8. Schemaappresentativalelle micropiastreutilizzate.

Le micropiastresonostateallestie facendariferimentoal seguentgrotocollo:

a. Coltivazione dei ceppi

Il testdellasuscettibilitéagli antibioticivieneeseguitasucolturepureefresche.
| ceppidi Brucella datestaree il ceppodi riferimento E.coli ATCC 25922

vengonoseminatisu Agar Columbiae posti rispettivamentan condizioni

ottimali perla crescitayiportatenellaTabella3:

Mi , Terreno di Condizioni di Tempodi
icrorganismo
coltura incubazione incubazione
Brucellaspp. Agar Columbia 37°C+5%C0O2 96h
E.coliATCC 25922 | Agar Columbia 37°C 24h

Tabella3. Terrenodi coltura e condizionidi crescitadei microrganismi.
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b. Preparazioned el | 6i nocul o

- Stemperarde colonie batterichein 5ml di NaCl 0.9% in mododa ottenere
unatorbidita pari a 0.5 McFarland,corrispondent&d un valore di ODggp =
0.090

- Preparareinadiluizione 1:10in NaCl deiceppidi Brucelladatestare

- Il ceppodi riferimentoE.coli ATCC 25922vieneconservatdal quale

- Inocularde sospensiorvatterichecosipreparateel brodoCAMHB (Cation

adjustedViueller-Hinton Broth), seconda volumi indicati nellaTabella4:

Microrganismo Volume sospensione Volume CAMHB
batterica
Brucellaspp. 400ul 22ml
E.coliATCC 25922 100ul 11ml
Tabella4. Preparazioned e |l | 6i nocul o.

c.  Allestimento eincubazionedelle micropiastre.

- Aprire la confezionalellamicropiastradmax.30 minutiprimad e | | 6 us 0)

- Etichettarda micropiastreconcodiceidentificativodel ceppotestatoe data

- Pipettarein ogni pozzettodellamicropiastralOOpul d e | | 0 iuthizaamdo!| o

una pipettamulticanale
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- Coprirela micropiastraconunapellicolaadesiva

- Incubarele micropiastrenelle condizioniriportatein Tabella5:

Microrganismo Temperatura Tempodi incubazione
Brucellaspp. 37°Cin assenzai CO2* 48h
E.coliATCC 25922 37°Cin assenzali CO2 24h

Tabella5. Condizionidi incubazionedellemicropiastre.

d. Determinazionedellacaricad el | 6i nocul o

- Vortexarel 6 i n pecaimenol0 secondi

- PipettarelOpuld e | | 0 indGméduNa@. Vortexareper10 secondi

- Pipettarel00 pl della soluzionesu un piastradi Agar Columbiae seminare

perspatolamento

- Incubarde piastre nelle condizionisuggeritenellaTabella6:

Microrganismo Condizioni di incubazione Tempodi incubazione
Brucellaspp. 37°C+ 5% C0O2 4872h
E.coliATCC 25922 37°C 24h

Tabella6. Condizionidi incubazionelelle piastreper la conta delle UFC.
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e. Lettura delle micropiastre e contadelle UFC

- Verificare la crescitadel ceppo nel pozzettodi controllo dellamicropiastra

(GC=growthcontrol)

- Determinare valori di MIC per ciascunantibiotico testatoattraversouna

letturavisiva dellamicropiastra

- Acquisireunaletturain assorbanzadelle micropiastreutilizzandoil Lettore
TECAN Sunrisemicroplatereader,impostandda lunghezzad 6 o a 458

nm

- Acquisireu n 6 i mmaelpimicrepiastrautilizzandoil lettore Sensititre

Vizion Digital MIC Viewing System(ThermoScientific)

- Effettuarela contadelle unita formanti colonie (UFC) moltiplicando per
1x10. Il numerodi colonie del ceppodi riferimento E.coli ATCC 25922

deveessere&ompresdra 20 e 80.

Osservazioni(*) : le micropiastre per la determinazionedella minima
concentrazionanibente (MIC) sono state incubatea 37°C senzaCO2, ad

eccezionalei ceppidi Brucellaabortusbv.1, postiin presenzali CO2.
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4.2.2 Interpretazionedeirisultati

Al fine di garantireaccuratezzae riproducibilita del test di sensibilitaagli
antimicrobici effettuato,é statoverificato chei valori di MIC ottenutiperil
ceppodi riferimentoE.coli ATCC 25922fosserain lineaconi rangedi valori

stabiliti dal Clinical andLaboratoryStandardsnstitute (CLSI).

Nello specificoe statautilizzatala Tabella23A i M1 Quality control ranges
for nonfastidiousorganismgUnsupplemente@ation-adjustedMuller-Hinton

B r o tdelln GuidelineM45 i Me t Har dnsimicrobial dilution and disk
susceptibilitytestingofinfrequentlyisolatedor fastidiousb a ¢ t goubblieata

dal CLSI 3rd ed.(2015).

| valori di riferimentosonoriportati di seguito(Tabella7):
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Antibiotico MIC ranges( € g/ n
Gentamicina 0.25-1
Streptomicina 0.5-4
Doxiciclina 0.5-2
Tetraciclina 0.5-2
Cloramfenicolo 2-8
Rifampicina 4-16
Trimetoprim/Sulfametossazol 00.5/9.5
Ciprofloxacina 0.004- 0.015
Levofloxacina 0.008- 0.06

Tabella7. Rangedi valori di MIC peril ceppodi controllo E.coliATCC25922.

Nella Tabella 23A non sonoindicati i rangedi riferimento per gli agenti
antimicrobici Streptomicinae Doxiciclina. Pergli stessisonostati utilizzati i
range stabiliti per altre molecole antibiotiche della stessaclasse quali
Amikacina, appartenentealla famiglia degli aminoglicosidi come la
Streptomicinag Tetraciclinaantibioticodellaclassedelletetraciclire comela

Doxiciclina.

In relazioneai ceppidi Brucella testati,i valori di MIC ottenuti sono stati
rapportaticoni breakpointstabilitidal CLSI, al fine di classificareogniisolato

comen Sensifdbinlteeor,on@ R e 8 D sneiecanfranto di ciascun
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antibiotico saggiato. Nello specificole tre categoriemenzionateforniscono

unoi ndicicalaprobabiiadi successterapeuticCLSI, 2012):

- SENSIBILE (S) : un microrganismee classificatocomefi Squandoesiste
un 6 e | peobabilitéedi successderapeutto utilizzando il dosaggiodel
farmacoconsigliatoperil tipo di infezioneel 06 a girdettante.

- INTERMEDIO (I) : unmicrorganismovienecategorizzat@omefi | ggando
Il successderapeuticoe incerto; la speciebattericain esamepresentagper
| 6 ant isdggiaoun valare di minima concertazionanibitoria che si
avvicina ai livelli ematici e tissutali ottenibili con il dosaggiomassimo
possibile. Cido non esclude!l 6 ut idél ifazmmaa per il trattamento
del | 6i quéleraessamantoealizzatan unsitocorporean cuiil farmaco
si concentrafisiologicamenteo quandopuo essereutilizzato un dosaggio
superioreal normale.

- RESISTENTE(R) : un microrganismoviene classificatocomefi R guando
esisteu n 6 e | peokahilitaai fallimento terapeuticocio e dovuto al fatto
che | 0 a g iafettnée non é inibito dalle concentrazionidi farmaco

solitamenteottenibili conil dosaggiadaccomandato.

Inoltre pergli isolatipercui,acausad e | | 6 adekammmesenzadi ceppi
resistenti, e stato designatoun solo criterio interpretativo,vale a dire il

breakpointdella sensibilita, si fa riferimento ad una categoriaaggiuntiva,
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designat@omeil NOSIUS CE T T | @uedtatategoriaccomprende ceppi
baterici che mostranovalori di concentrazioneminima inibente (MIC)
superiori al valore del breakpoint fornito. Non necessariamentda
categorizzazionedi un isolato come i N Smei confronti di un agente
antimicrobicosaggiatomplica lo sviluppoda partedel microrganismadi un

meccanismali resistenza.

Risultanecessari@recisarecheil Clinical andLaboratoryStandarddnstitute
(CLSI) fornisceper Brucellaspp. i breakpointdi sensibilitarelativi ad alcuni
degli agenti antimicrobici testati: Gentamicina,Streptomicina,Doxiciclina,

Tetraciclina,Trimetoprim/Sulfametossazolo.

| valori di riferimentosonoconsultabilinellaTabella21 i P o t ebadteriah |
Agentsof b i ot e r rdella Guddelised145 i Me t hfay drgimicrobial
dilution and disk susceptibilitytestingof infrequentlyisolatedor fastidious

b act eacuradedbCLSI 3rded.(2015)e di seguitoriportati (Tabella8):
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Criteri interpretativi MIC ( € g/ ml )
Agenteantimicrobico

S I R
Gentamicina 04 i i
Streptomicina 08 i i
Doxiciclina 01 i i
Tetraciclina 01 i i
Trimetoprim/ 02/38 i i
Sulfametossazolo

Tabella8. Criteri interpretatividefiniti per Brucellaspp.

Peri restantiantimicrobci saggiatinon sono stati stabiliti dal CLSI criteri
interpretativirelativamente al generebattericoin esame.Si € resapertanto
necessarita consultazioneleibreakpointdefiniti perHaempohilusnfluenzae,

speciebattericaaccomunata Brucellaspp.dallacrescitdenta.

Tali valori sonoriportatinellaTabella2Efi Z o diaemeteandMIC breakpoints
for HaemophilusnfluenzaeandHaemophilugparainfluenzae dellaGuideline
M100 A P e r f o rStamdards®r Antimicrobial SusceptibiltyT e st,i ng o0

pubblicatadal CLSI 28thed.(2018)edindicati di seguito(Tabella9):
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Criteri interpretativi MIC ( € g/ ml )
Agenteantimicrobico
S I R
Cloramfenicolo 02 4 08
Rifampicina 01 2 04
Ciprofloxacina o1 i i
Levofloxacina 02 i i

Tabella9. Criteri interpretatividefiniti per Haemophilusnfluenzae.
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5. RISULTATI

5.1 Analisi deiceppiisolati

In questostudio sonostati analizzaticeppibattericiisolati da allevamentidi

animalidareddito(ovini, caprini,bufali, bovini), animalidacompagnia fauna
selvatica, riconducibili principalmentea quattro specie di Brucella spp:

B. abortus B. melitensisB. canise B. suis

La provenienzalegliisolati di B. abortuse B. melitensigTabellal0) riflette

| 0 a t distrilaukiane della brucellosi bovina ed ovi-caprinasul territorio

italiano:
Regione di provenienzg Numero di isolati
Sicilia 69
Campania 55
Puglia 19
Molise 5
Calabria 4
Basilicata 1

Tabellal0. Provenienzaleiceppidi B. abortuse B. melitensisanalizzati

La Sicilia risultaesserda regioneconil piu alto numerodi ceppianalizzati la
maggiorparteclassificaticomeB. melitensisv.3 e isolati daovini, caprinie
in numerominoreda bovini. | restanticeppi(23) sonostatiidentificati come

B. abortusbv.3ed isolatidabovini.

70



Dei 69 ceppiisolati sul territorio siciliano, 24 provenivano dalla provinciadi

Catania,19 dalla provinciadi Messina,10 dalla provinciadi Enna,6 dalla
provinciadi Siracusamentreil numerodi ceppiisolati nele restantiprovince
si attestarale3.

Lanumerositalegliisolatiriflette appuntda piu alta prevalenzalellamalattia

nellazonaNord-OrientaledellaSicilia.

La Campania ha mostrato ceppi isolati dal bufalo che sono stati
prevalentementelassificaticomeB. abortusbv. 1. Soloquattrocampionisono
risultati isolati da ovini e caprini e classificaticome B. melitensisbv.3.
La quasitotalita degli isolati analizzati(52/55) provenivadalla provinciadi

Caserta

Perquantoconcernda regionePuglia,la zonainteressatalalla zoonosirisulta
esserguelladelfoggiano:trattasinellospecificodi brucellos bovinasostenuta

daB. abortusbv. 3.

Peril Molise sonostati analizzatitre ceppi di B. melitensisbv. 3 isolati da
bovini (2) e ovino (1) mentrei restanti 2 ceppisonostati identificati come
B. abortusbv.1 e B. abortusbv.3 ed isolai rispettivamentelaun bufaloe da
unbovino. Circala provenienzaguattroceppisonostatiisolatindla provincia

di Iserniae un cepponellaprovinciadi Campobasso.
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La stessavariabilitd si osservaper i campioni provenienti dalla regione
Calabria tre ceppisonostatiidentificati comeB. melitensidov.3 edisolati da
ovi-caprininei territori di Crotone,ReggioCalabriae CatanzaroUn ceppodi

B. abortusbv.3 e statoisolatonellaprovinciadi Cosenzalaun bovino.

Perla regioneBasilicatae statoanalizzatoun solo ceppodi B. abortusbv.1,

provenientedaunbovinodellaprovinciadi Potenza.

Il ridotto numerodi campioni provenienti dalle regioni Molise, Calabria,
Basilicatadenotauna presenzaporadica della zoonosinegli stessiterritori,

alcunideiqualidichiaratiindennidabrucellosiovi-caprinae/obovina.

In aggiuntaai ceppi di B. abortus e B. melitensis sono stati presi in
consideraziondueceppidi B. canisisolatidaunfocolaiodi brucellosicanina,
sviluppatisin e | | @@Mimum allevamentodi cani di piccolataglia della

provinciadi Ancona.

Infine sonostatiinclusi nello studiodue ceppidi B. suisbv.2 isolati dafauna
selvaticae tutti riconducibili ai territori del Nord Italia, in particolarealla

regionePiemonte.

Analogamentegli isolati umani di B. melitensisprovengonoda province

settentrionalidella penisolaappartenentalle regioni Piemonte Lombardiae
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Umbria.Nonedaescluderehesitratti di infezioniacquisitefuori dalterritorio

italiano,adesempimeipaesiextraUE endemiciperla brucellosi.

5.2 Suscettibilitaagli antimicrobici dei ceppitestati

| valori di minima concentrazionanibente (MIC) ottenuti per i ceppi di
B. abortuse B. melitensistestatinei confronti dei 9 agentiantimicrobiciin

esamesonoriportati nelleseguentfigure:

- ABORTUS
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Figura 9.1. Distribuzionedei valori di MIC ottenutiper la gentamicina.
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Streptomicina
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Figura 9.2. Distribuzionedei valori di MIC ottenutiper la streptomicina.
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Figura 9.3. Distribuzionedeivalori di MIC ottenutiper la doxiciclina.
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Tetraciclina
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Figura 9.4. Distribuzionedei valori di MIC ottenutiper la tetraciclina.
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Figura 9.5. Distribuzionedeivalori di MIC ottenutiper la rifampicina.

75



Cloramfenicolo
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Figura 9.6. Distribuzionedeivalori di MIC ottenutiperil cloramfenicolo.
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Figura 9.7. Distribuzionedei valori di MIC ottenutiper la ciprofloxacina.
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Levofloxacina
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Figura 9.8. Distribuzionedei valori di MIC ottenutiper la levofloxacina.
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Figura 9.9. Distribuzionedeivalori di MIC ottenutiper la combinazione

trimetoprim/sulfametossazolo.
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Prendendo in considerazionei ceppi batterici che si rendono piu
frequentementeesponsabilidi brucellosi negli animali da allevamento,i
risultati mostranoper le specieB. abortuse B. melitensis unasuscettibilita

differenteperalcuniantibiotici e piu simile peraltri.

Perla famiglia degliaminoglicosidi,dellaqualesonostati testatigentamicina
(Figura 9.1) estreptomicingFigura 9.2), siosservainaconcordanzaeivalori
di MIC ottenutiper la maggiorpartedei ceppidi B. abortuse B. melitensis
studiati

Nel casodella gentamicina,la quasitotalita degli isolati di B. melitensis
presentainaMIC= 0.25ug/ml; si rileva un solo valoreoutlier (MIC= 0.125
ug/ml) relativoal ceppovaccinaleREV1isolatodaun ovino.

Lo stessovaloredi MIC= 0.25ug/ml é statoriscontratoper 76 dei 96 ceppidi
B. abortustestati;19 ceppidi B. abortus mostranaVIC piu elevataMIC= 0.5
1g/ml) e un soloceppopresentain valoreinferiore (MIC= 0.125ug/ml).
Focalizzandd 6 at t sunbivarpsnosservechetutti i ceppidi B. abortus
bv.1sonoinibiti daunastessaconcentraziondi antibioticoparia 0.25ug/mi;
I ceppidi B. abortusbv.3 sonoinibiti alcuni(24/42)daunaconcentrazioneli
0.25ug/ml e altri (18/42)daunaconcentraziondi 0.5 pg/ml.

Per la streptomicinala situazioneé analoga:gli isolati di B. melitensis ad

eccezionali 4 campioni,mostranaun valoredi MIC= 1 pg/ml. La stessaMIC
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e statariscontrataper tutti i ceppidi B. abortusbv.3 testatie perun piccolo
gruppodi ceppidi B. abortusbv.1 mentrela maggiorpare di questisonoinibiti
daunaconcentrazionenferiore (MIC= 0.5ug/ml).

Le minime concentrazioni inibenti riscontrate per i due antibiotici
aminoglicosidicitestatirisultanonettamenteénferiori ai valori di breakpointdi
sensibilita,sottolineandainapienasuscettilita dei ceppinei confrontidelle

stessanolecoleantimicrobiche.

Analizzanda graficirelativi agli antibioticidellaclassalelletetracicline quali
doxiciclina(Figura 9.3) etetraciclina(Figura 9.4), si osservanwalori di MIC
piu elevatipergli isolati di B. abortusrispettoai valori ottenutipergli isolati
di B. melitensis| ceppidi B. melitensisrengonanibiti daunaconcentrazione
di doxiciclinapari0.0625ug/ml e di tetraciclinaugualea 0.125ug/ml; 8 ceppi
richiedonounaconcentraziondi doxiciclinasuperioreperl 6 i ni MICzi one
0.125pg/ml). Qualcheceppomostradei valori outlier: tra questie compresal
ceppovaccinaleREV1.

La quasitotalita degli isolati di B. abortusconsiderati(87/93) presentauna
MIC= 0.25 pg/ml per la tetraciciclina; solo 6 isolati mostranouna MIC
superioree 3 unaMIC inferiore.

E dinteressanteosservareche per i ceppi di B. abortus in relazionealla

suscettibilitaper la doxicicling e possibile fare una netta distinzione in
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funzionedelbiovar:in tal casanfatti, tutti i ceppidi B. abortusbv.3considerati
sonoinibiti daconcentraziondi farmacoinferiori (MIC= 0.25ug/ml) rispetto
a quelle necessariger| 6 i n i Heglzisolatirdiebiovar 1 che richiedono
concentraziondi 0.5ug/ml e 2 pg/ml.

| valori di minimaconcentrazionaibitoriariportatiperle tetraciclinerisultano
vicini aivalori sogliadi suscettibilitée, peralcuniceppi,sonostatidocumenrdt
valori al limite o oltre la sensibilita.E 6l casodi 6 ceppidi B. abortusbv.1,
isolati da bufali edun bovino dellaprovinciadi Caserta chemostrangperla
doxiciclinaMIC= 2 ug/ml, risultandoquindi nonsensibilial farmaco.e perla

tetraciclinaMIC= 1 pg/ml, ovverosullasogliadellasensibilita.

Per gli antibiotici rifampicina (Figura 9.5) e cloramfenicolo(Figura 9.6),
aventi meccanismod 0 a z differemte, gli istogrammi evidenzianouna
distribuzionedei valori di MIC spostataversodestra dunqueversovalori piu
alti.

Perla rifampicinasi osservaunadistinzionenettacirca le concentraziondi
antibioticorichiesteperl 6 i n i i B.abodushy. 1 e bv.3, cherisultano
rispettivamenteli 2 ug/mle 1 ug/mil.

Riguardoai ceppidi B. melitensisi dati suggeriscon@he piu della metadei

ceppivieneinibita daunaconcentrazioneli rifampicinadi 1 pg/ml; i restanti
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richiedonainveceunao dueconcentrazionmaggioridi farmaco evidenziando
un o e v o Vewsda resistenzalla molecolaantibioticain questione.

Peril cloramfenicolosi rilevaconcordanzaeivalori di MIC riscontratipergli
isolatidi B. melitenss e solopochiceppimostranovalori differenti. Gli isolati
di B. abortus possonoesseredistinti in due gruppi, indipendentementelal
biovar, aventi MIC pari a 1 pg/ml e 2 pg/ml. Relativamentea questo
antibiotico,i valori di MIC ottenutirisultanomolto vicini al breakpointdella
sensibilita non si riscontranduttaviaisolati aventisuscettibilitdintermediao
resistenzal farmaco

Discorsaodiversovafattoinveceperla rifampicinaperla qualeé stataaccertata
la presenzali isolati di B. abortuse B. melitensiscon fenotipointermedioo

resistental farmaco.

Relativamentalla classedei fluorochinoloni, sonostati testatigli antibiotici
ciprofloxacina(Figura 9.7) e levofloxacina(Figura 9.8).

Perentramie le molecoleantibiotiche i ceppidi B. melitensianostranovalori
di minima concentrazionenibente pari a 0.5 ug/ml e il solo valore outlier,
avente MIC= 0.25 pg/ml, e riconducibile al ceppo vaccinale REV1.
Gli isolati di B. abortushannoinvecevalori di MIC variabili tra 0.5 pg/ml e
0.25ug/ml. Nello specifico,perla ciprofloxacina,si osservachela totalitadei

ceppidi B. abortusbv.1 vieneinibita daunaconcentraziondi farmacopari a

81



0.5 pg/ml; i ceppidi B. abortus bv.3 sono inibiti da una concentrazione
inferiore, ugualea 0.25 ug/ml. Tale distinzionea livello di biovarnonrisulta
altrettantonetta per la levofloxacina:si rileva comunqueche la gran parte
(38/54) dei ceppidi B. abortusbv.1 ha MIC= 0.5 pg/ml e solo un piccolo
gruppo (16/54) ha MIC inferiore. La totalita degli isolati di B. abortusbv.3
presentaper la levofloxacinalo stessovalore di minima concentrazione
inibitoria rilevato perla ciprofloxacina,ovvero0.25ug/ml.

Tutti i ceppirisultano suscettibiliagli antibiotici fluorochinolonici presiin
considerazionanoltre, le MIC registratesi attestana@l di sottodd breakpoint

di sensibilitadi unao dueconcentrazioni.

Per quanto concernela combinazionedi antibiotici testata, costituita da
trimetoprime sulfametossazol@-igura 9.9) in rapportol:19,si riscontrauna
grandevariabilita nelle suscettibilitadei ceppidi B. melitensise, ancorapiu
marcataperi ceppidi B. abortus Facendaunamediaponderatadei valori di
MIC ottenutiperle duespeciesiottieneunvaloredi 0.12ug/ml perB. abortus
e 0.048 ug/ml per B. melitensis Entrambii valori medi risultano di molto
inferiori al valore sogliadefinito dal CLSI perla combinazionentibioticain

guestione.

82



Nel grafico sottostante(Figura 10) sono riportati i valori di minima
concentrazionénibente ottenuti per i ceppidi Brucella spp.responsabilidi
infezionineglianimalid 6 a f f enellafaunaselvatica.

E ecessariprecisarechei quattroceppidi B. suise i dueceppidi B. canis
inclusi nello studio hanno mostrato rispettivamenteidentici profili di

suscettibilitaagli antibiotici.

B.suise B canis

2
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1
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05 0.5 0.5 M B.canis
0.25 (5 0.0625 025 025
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o M _I ' | [ |
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Figura 10 Profili di sensibilitaagli antimicrobicideiceppidi B. suis(n=4) e B. canis

(n=2) testati

Peri ceppidi B. suissi osservaunamaggioresuscettibilitanei confrontidegli
antimicrobici in esame: in particolare, per gentamicina, streptomicina,

doxiciclina, tetraciclinae cloramfenicolosi registranovalori di MIC inferiori
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in genereali unao due concentrazioniispettoa quelle osservat@ergli isolati
di B. abortuse B. melitensis

Le MIC definite peri restantiantibiotici quali rifampicina, ciprofloxacina,
levofloxacinae perla combinaziondrimetoprim/sulfametossazotasultanoin
linea conquellemostrateperi ceppiresponsabildi brucellosibovinaed ovi-
caprina.

Daguestidati si evinceunamaggioresuscettibilitanei confrontidi alcunidegli
antibiotici testati,dei ceppidi Brucellaisolati da animali selvaici rispettoai

ceppiisolatidaanimalidaallevamento.

Gli isolati di B. canismostranoprofili di sensibilitaparagonabilia quelli de
ceppi di B. abortus e B. melitensis ad eccezionedegli antimicrobici
ciprofloxacina e levofloxacina per cui si riscontrano valori di minima

concentrazioneibenteinferiori.

In aggiuntaai ceppidi Brucellaspp, sonostatisottopostiatestdi suscettibilita
agliantimicrobicidueisolatidi Ochrobactrumanthropi (Figura 11), patogeno
ambientaleappartenentalla famiglia delle Brucellaceae

La crescitadegliisolati é statainibita daalcuniantibioticimanondaaltri come
la streptomicina cloramfenicolo e rifampicina riescono ad inibirne la
proliferazione solo ad alte concentrazioni. Per la combinazione

trimetoprim/sulfametossazolaisultati appaionaliscordanti.
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Ochrobactrum anthropi

16 16

16
O.anthropi da
bovino

14

12 M O.anthropi da

uomo

10

Concentrazioni (pg/ml)
(o]

Agenti antimicrobici

Figura 11. Profili di sensibilitaagli antimicrobicidegli isolati di Ochrobactrumanthrop.

5.3 Parametritestdi microdiluizionein brodo

Le letturein assorbanzaelle micropiastrehannopermessali confermarda

letturavisiva delle minime concentrazioninibenti (MIC).

Perl 61 nt er gellestéssezstatoutilizzatounvaloredi cut-off di 0.30
1 PozzetticonA< 0.30= nonpresentanarescitabatterica

1 PozzetticonA>0.30= € presenterescitabatterica.

Il conteggiodelle unitaformanti coloniesu piastrae statoeffettuatoperavere
confermadellaconcentrazionel e | | 0 ipreparatgpérlod a |l | e dellei me n t
micropastre.| valori di ufc/ml ottenuti risultano compresitra 50 e 150 e

corrispondentadunaconcentraziondi 10* ufc/ml.
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5.4 Determinazionedeitassidi prevalenzadelleresistenzeantimicrobiche
Nella tabellache seguee riportato il numerodi isolati sensibili, intermedi,

resistentie non-suscettibiliagli antimicrobicitestati(Tabellall).

Rifampicina Cloramfenicolo Doxiciclina
S | R S I R S NS

B.abortus 37 59 0 96 0 0 90 6
B.melitensis 43 14 4 61 0 0 61 0
B.suis 4 0 0 4 0 0 4 0
B.canis 2 0 0 2 0 0 2 0
Ochrobactrum 0 0 2 0 0 2 2 0

Tetraciclina Gentamicina Streptomicina

S NS S NS S NS
B.abortus 96 0 96 0 96 0
B.melitensis 61 0 61 0 61 0
B.suis 4 0 4 0 4 0
B.canis 2 0 2 0 2 0
Ochrobactrum 2 0 2 0 0 2

Ciprofloxacina Levofloxacina | Trimetoprim/Sulfametossazolo
S NS S NS S NS

B.abortus 96 0 96 0 96 0
B.melitensis 61 0 61 0 61 0
B.suis 4 0 4 0 4 0
B.canis 2 0 2 0 2 0
Ochrobactrum 2 0 2 0 1 1

Tabellall. Numerodi isolati sensibili(S),intermedi(l), resistenti(R), non-suscettibili(NS)

agli antimicrobicitestati.
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La maggior parte degli isolati di Brucella spp. analizzati (86/163) risulta
suscettibileatutti gli antibiotici testati.ll restodegliisolati appareresistenten
nonsuscettibilealla rifampicinao alla doxiciclina.

Nello specifico,i risultati ottenutievidenzianda presenzali quattroceppidi
B. melitensidov.3, isolatidabovini e ovini, resistentiallarifampicina
Unasuscettibilitaintermediaalla rifampicinaé statarilevatain 73/163isolati,
riconducibili 59 alla specieB. melitensise 14 alla specieB. abortus sei di
guestiisolati, tutti identificati come B. abortus bv.1, risultano anchenon

suscettibilialla doxiciclina.

Si riscontrapertantouna nonsuscettibilitaalla doxiciclina per il 3,6% degli
isolati; perlarifampicina,il 2,4%degliisolativieneclassificatacomeresistente

eil 44,8%presentainasensibiita intermedia.

Gli isolati di Ochrobactrum anthropi sono indicati come resistenti alla
rifampicina e al cloramfenicoloe non-suscettibili alla streptomicina.in
relazioneallacombinazionantibioticatrimetoprim/sulfametossazolib,ceppo
isolato da bovino risulta non suscettibileal contrario del ceppo isolato
d al | 0Giistaseimostrancsensibilitaperle tetracicline,la gentamicinae

I flurochinoloni.
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6. DISCUSSIONE

La brucellosieu n 6 i mp malattiazoonaticadiffusa a livello mondialee
presentecon elevataincidenzanelle regioni del Mediterraneoe del Medio
Oriente. Sebbenesiano stati compiuti progressinel controllo della malattia,
essarimane ancoraoggi una grave minacciaper la salute pubblicae per
| 6 e c odimaltipaeesi.

In Italia, le province centrosettentrionalisono statedichiarateufficialmente
indenni da brucellosi bovina ed ovi-caprina. Differentemente tale zoonosi
risulta difficile da eradicarenelle regioni meridionali: il ricorso a politiche
veterinarie mirate come lo stampingout, in sostituzionealla pratica della
vaccinazioneeseguitan passata rivelatasiinefficace,hapermessadali ridurre
i tassidi prevalenzalellabrucellosisul territorioitaliano.
Permangonauttavia delle aree che fungono da hotspot per la brucellosi
animalee si rendonoresponsabilidella ricomparsadella malattiain territori
adiacentdichiaratiindenni

Nel |I 6 uboimof, edaiBouceka spp. richiede particolare attenzione
relativamentella diagnosj spessdardiva,al rischio di cronicizzazionealella
malattia e al trattamento,la cui efficacia rischia di esserecompromessa

dal | 0rednresistgprezentimicrobiche.
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Il lavorodi tesisvoltosicollocan e | | 0 @i umlPiogettodi ricercaEuropeo
volto adinvestigardl fenomenal e | | 6 a rrdsisténzaelgenerdoatterico
Brucella spp e rappresental primo studio condottosul territorio italiang,

finalizzato a determinarei livelli di resistenzaantimicrobica (AMR,

antimicrobialresistancgnei ceppidi Brucellacircolantiin Italia.

A tal fine sonostatiselezionate testatiisolati umanij riconducibili alla specie
B. melitensis e veterinarj appartenenta diversespeciedel genereBrucella
(B. abortus B. melitensisB. suis B. cani9. Gli isolati veterinariprovenivano

daanimalidaallevamentoanimalidacompagniae faunaselvatica.

La selezionéharappresentatotre principali hotspotdi brucellosisul territorio
italianochesi collocanarispettivament@ellaparteNord-OrientaledellaSicilia
(CataniaMessinaEnna),in Campaniacon particolareriferimentoal territorio
casertanoe nel Nord della Puglia relativamentealla provincia di Foggia.
In particolare,seperle ultimeduel 6 e p i d edalla pobnosgappareben
definita, ovveroconunaprevalenzali brucellosibufalinadaB. abortushbv.1
per la Campania e brucellosibovina da B. abortus bv.3 per la Puglia, al
contrarioin Sicilia si notaunapresenzaoncomitanteli brucellosiovi-caprina,
sostenutada B. melitensisbv.3, e, in misuraminore, di brucellosibovina,

causatalaB. abortusbv.3.
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Coerentement@ quanto osservatogli stessiterritori sono ad oggi ancora

dichiaratinonuffi cialmenteindennidabrucellosiovi-caprinae bovina.

L 6 a n del prosliidi suscettibilitaagli antimicrobici effettuatasugli isolati

considerati,ha permessodi evidenziarela presenzadi ceppi pienamente
sensibilia tutti gli antimicrobicitestati e ceppiche, diversamente,mostrano
resistenze/nosuscettibilita nei confronti di doxiciclina o rifampicing

entrambi impiegati in ambito clinico per il trattamentodella brucellosi
nell 6uomo.

Le resistenzfonsuscettibilitaosservatanteressanaello specificoi ceppi

battericidelle specieB. abortuse B. melitensisisolati da bestiamedomestico
(bufali, bovini, ovi-caprini) mentre non sono state riscontratenei ceppi di

B. suisbv.2 isolati da cinghiali selvdici, e nei ceppidi B. canis isolati da

animalidacompagnia.ln particolare daidati raccoltiemergeche:

1 1l fenotipo resistente(R) alla rifampicina si riscontraesclusivamentén

ceppidellaspecieB. melitensigsolati daovini e bovini;

1 1l fenotipo intermedio(l) alla rifampicinasi rileva in ceppidelle specie

B. melitensise B. abortusisolati dabufali, bovini ed ovi-caprini
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1 La nonsuscettibilitaalla doxiciclina (NS) e presenteesclusivamenten
ceppidellaspecieB. abortusbv.3isolatidabufali; gli stessrisultanoavere

ancheun fenotipointermedioperla rifampicina.

Essendoil fenomenod e | | 6 a Ardsisténzascarsamentestudiato nel
generdoattericoBrucellaspp. risultadifficile confrortarei tassidi prevalenza
delle resistenzeosservatesu territorio italiano con queli di altri paesi.
| pochilavori disponibiliin letteraturadescrivonastudi condottiin Brasilee
Coreaesclusivamentsu ceppidellaspecieB. abortusisolati dal bestiamein
entrambii casivieneevidenziatda presenzali isolati confenotiporesistente
(R) eintermedio(l) neiconfrontidellarifampicinamentrenonvieneriscontrata
la nonsuscettibilita(NS) alla doxicicling, diversamentealagli isolati italiani.
Relativamentallarifampicina,in Brasilesi osservaunfenotiporesistent€R)
peril 2% degliisolati e un fenotipointermedio(l) peril 36,7%d&a ceppi;in
meritoalla Corea, i tassiriportati sonodel 4,7%peril fenotiporesistent€R)

e del 73,3%peril fenotipointermedio(Trott etal., 2018)

Considerandinvecegli isolatiitaliani di B. abortustestatinel corsodellavoro
svolto, emergeche il 61,45%di essipresentain fenotipointermedio(l) alla
rifampicing differentementeper questaspeciedi Brucella e relativamentea

questoantimicrobicq nonsi rilevanofenotipi resistenti
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Dal confrontorisultaevidenteche nei duepaesiconsideratiBrasilee Corea,
cosicomein ltalia, la pienaresistenzalla rifampicinasia statariscontratan
una percentualemolto bassa(< 5%) di ceppi di B. abortus circolanti
Al contrario la largadiffusionedel fenotipo intermediolasciapresupporrehe

stianoemergendaneccanismdi resistenzaersoquestoantimicrobio.

Nei PaesiEuropeila diffusione della resistenzaantimicrobicanei ceppi di

Brucella non e mai stata investigata. |l Portogallo risulta impegnato,
analogamentea | | 6 | geSilAttritorio italiano, nel progetto di ricerca
inerentd 6 a ndael | i | sGnBMicellaspp.

| dati raccolti ddlo stato partnerdel progetto mostrang relativamentealle
specieB. suise B. melitensis profili di sensibilitaagli antimicrobicisimili a
guelli ottenutiperi ceppiitaliani (Comunicaziongersonale)Al contrario,i

ceppidi B. abortusisolati dal bestiamedomesticasul territorio portoghesgse
confrontati con i rispettivi isolati italiani, risultano meno sensibili agli

antibiotici testatj soprattutto relativamente alle molecole antibiotiche
stregomicina,cloramfenicolofifampicina,ciprofloxacinae levofloxacina.

La minoresensibilitdadei ceppidi B. abortusisolatiin Portogallonei confronti
di alcuneclassidi antimicrobicipotrebbeessericondottaad un usocospicuo
degli stessinegli allevamentibovini locali cheavrebbefavorito lo sviluppodi

meccanismidi resistenzanei ceppi di Brucella spp. presentisul territorio.
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Di fattole regolamentazionielativea | | @i ansibooticiin veterinariavariano
tra gli statimembrid e | | eécid Bpiegherebbeina diversasensibilitaagli

antimicrobicidi ceppibattericidellastessapeciasolatiin nazionidifferenti.

| meccanismigenetici alla base delle resistenzealla doxiciclina e alla
rifampicina osservatein questo studio restanoancoraignoti. Conoscendo
tuttavia lo stile di vita intracellularefacoltativo della Brucella si potrebbe
pensareche la resistenzaagli antibiotici sia dovutaa mutazionispontanee

multiple verificatesi sul genomabattericopiuttostochea | | 6 acqdii si z i
determinantdi resistenzattraversscambioorizzontaledi materialegenetico

eventidi trasferimenta@enicoorizzontaleg(HGT, horizontalgenetransfel) non
sonomai statidocumentatnel generebattericoBrucella

In tale contesto,il lavoro di tesi condotto si configura come uno studio
preliminaree ponele basiper ulteriori indagini finalizzate ad individuarei
meccanismi delle resistenze antimicrobiche presenti in Brucella spp:

un 6 a narhparativalellesequenzgenomicheli ceppichehannomostrato
resistenze/norsuscettibilita e di ceppi risultati pienamentesensibili agli
antimicrobici testati, potrebbe portare al | 61 d e dii rhutazicaiz i o n

correlaili alleresistenzeilevate
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Situazionaliversavieneriscontratanvecein Ochrobactrunspp.: gli isolatidi
Ochrobactrumanthropistudiatihannomostratoresistena nei confrontidi un
maggior numero di antibiotici testati (streptomicina, cloramfenicolo,
rifampicina, trimetoprim/sulfametossazolo) Ochrobactrum spp. viene
descritto come un patogeno ambientale ed opportunista, strettanente
imparentatocon Brucella spp. e generalmentésolatodau n 6 a ngpiataali
ambienti tra cui acqua, suolo, piante ed animali (Moreno et al., 2022)
A differenza di Brucella questo microrganismoriesce piu facilmente a
collocarsiin nicchie polimicrobiche che rappresentanali fatto| 6 a mbi ent e
idealepergli scambigeneticitra ceppibattericiappartenenta specieo generi
differenti. Ochrobactrumspp. si configura quindi, coerentementa quanto
osservatodai dati ottenuti come un patogenoche tende facilmente allo
sviluppodi resistenzeantimicrobiche questeresistenzeemergonan seguito
ad eventidi HGT o attraversgorocessidi mutazionee selezionalettatidalla
presioneselettivaesercitatadagli antimicrobicie dai compostitossicidiffusi

nel | & aecbnicuei micrerganismvengonoacontatto.

In relazioneai quattroisolati umani di B. melitensisnclusi nello studio,dai
dati ottenutie emersoche tre di essirisultanosensibilia tutti gli antibiotici
testati;unosolopresentgerla rifampicinaunanonpienasuscettibilitapvvero

unfenotipointermedio(l). Il ridotto numerodi campioniconsderatirispecchia
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la bassancidenzadellabrucellosiumanasulterritorionazionalee nonpermette
in tal casodi determinaren manierastatisticamentesignificativai tassidi

prevalenzalelleresistenzentimicrobichenei campioniclinici di Brucella

L6i dent idifcappich Brucalaresistentio non pienamenteensibiliad
alcuni antimicrobici pone particolareattenzionerelativamenteal rischio di
trasmissionalegli stessia | | 6 ohepuorerebbea | | 6 i n diinfezioain z a

difficili dacontrastareconle terapieantibiotichenormalmenteutilizzate.

Il percorsoterapeuticodefinitod al | 6 Or g aMondmle deltai Sanrtae
(OMS) nel1986prevedd 06 ulislaxiciclinaperseisettimanein combinazione
con rifampicina per sei settimane o streptomicina per 2-3 settimane.
Il trattamentoantibiotico risulta indispensabileper la cura della brucellosi

umanamanonesentedainconvenientiqudi:

1 la necessitadella somministrazioneparenteraledi streptomicinache
richiede pertanto una rete sanitaria adeguataper il trattamento

ambulatorialeo il ricoveroprolungato;

T | 61 n s u tohoscenzaeglitfietti collateralidei regimi terapeutici

proposti;

9 il pericolodi sviluppodi resistenze causadeitrattamentprolungati;
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1 la mancataadesionealel pazienteal trattamentaessendda risoluzione
deisintomirapida,il pazienteendeadinterromperal trattamentsenza

portarloatermine)

1 | Gewtaprobabilitadi comparsalellerecidive(circail 10%).

Nel corso degli anni gli studi condotti non sembranoaver fornito prove

sufficienti per la determinazionedi un approccio terapeuticoalternativo

D6 a Ipdrtelad e f fdiec a coiratmmetoantibiotico disponibile per la

cura della brucellosi umana appare compromessod a |l | 6 e maelleg e n z a
resistenzeln tale contestoil contrastod e | | orisuNBRondamentale per
perseverarda capacitadi trattareefficacementd'infezione da Brucella spp.

nelluoma In mancanzadi interventi concreti, la brucellosi andrebbea
classificarsneglianniavenirecomeu n 6 i n fn@euraloileeeio porterebbe

il piu delle volte ad una cronicizzazionedella malattia con conseguente

compromissionelello stile di vita dei pazientioltre chealla necessitali cure

piu intensivee costose

Appare ormai evidenteche il fenomenod e | | 6 a Arésisténzaostlta ¢ o
trasversala qualsiai generebattericoe sembrasfuggiread ogni tentativodi
controllo. Le ripercussionisulla salute umana risultano inevitabili e le

prospettivefuture non sonoincoraggianti.
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Ne | | 6 adeiprogtammi di eradicazionalella brucellosiattuatia livello
nazionale] 6 a p p | di smisureipio nestrittiverimaneal momentol 6 uni c a
strategiaapplicabileper ridurre la prevalenzadella malattianegli animali e

conseguentementé rischio di insorgenzadi brucellosi sostenutada ceppi

antibioticoresistentn e | | 6 u o mo .
Inu n 6 o OnelHeelth checonsideran modointegratola saluted e | | 6 u o mo ,
deglianimalie d e | | 6 a nebpromuovteka cooperazionetra discipline

diversee diversi settoridi ricercg un costantemonitoraggiodelle resistenze
antimicrobicheneiceppidi Brucellacircolantisulterritorio nazionalgotrebbe
rivelarsi un valido approccio per valutare negli annil 6 evoldellei one

resistenz@sservate.
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