CARATTERISTICHE GENOTIPICHE DI ANTIBIOTICO-RESISTENZA IN STIPITI DI Salmonella spp. ISOLATI DA FECI DI POLLO E DI QUAGLIA
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Summary - The research aimed to test different Salmonella spp. serotypes, isolated from faeces of poultry and quail. Particularly,  genic sequences responsible for the main mechanisms of drug-resistance towards penicillins (pse-1 gene), aminoglicosides (ant(3'')-Ia gene), sulphonamides (sul-I gene) and tetracyclines (tetA, tetB and tetG genes) were studied.  The isolates from quails showed an high frequence of resistances, towards every antibiotic tested, at least genotypically. The highest resistance of the strains was detected towards tetracyclines, followed by aminoglicosides and sulphonamides. The sensibility towards penicillins was high. The most relevant result concerned the multi-resistances (pattern with 3 or 4 resistances) of the salmonellae isolated from poultry (27.3%) and quails (29.7%). 
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INTRODUZIONE - Il problema della resistenza agli antibiotici nei microrganismi patogeni e non, isolati sia dall’uomo sia da svariate specie animali e da alimenti è stato, negli ultimi anni, oggetto di attenzione a livello scientifico e istituzionale. L’importanza crescente del fenomeno ha indotto l’Unione Europea ad includerlo nei piani di sorveglianza nei confronti delle zoonosi e a prevedere, nelle produzioni animali, dei piani di monitoraggio associati alla riduzione o all’eliminazione degli antibiotici nei programmi di controllo delle salmonellosi (3). 

Nel caso di Salmonella enterica, le possibili interazioni animale-uomo derivano dalla somministrazione di farmaci a scopo auxinico o terapeutico in campo veterinario, con la conseguente selezione di ceppi resistenti e la successiva colonizzazione intestinale. L’escrezione fecale può portare alla contaminazione degli alimenti e ad un aumento del pool ambientale di sequenze geniche di resistenza (9).

Geneticamente i meccanismi di resistenza di tipo specifico dipendono o da mutazioni cromosomiche o dalla acquisizione di geni (gene cassettes) veicolati da plasmidi, trasposoni ed integroni. Se queste sequenze si integrano nel cromosoma batterico possono, inoltre, essere trasmesse per via verticale (1, 7). 

Le metodiche di tipizzazione molecolare hanno assunto particolare rilevanza a seguito dell’emergenza della multiresistenza in diversi sierotipi di S. enterica. Alla luce di queste considerazioni si è ritenuto interessante impiegare la tecnica qualitativa Polymerase Chain Reacion (PCR) per individuare, in differenti serovar di S. enterica, isolati da campioni fecali di pollo e di quaglia, determinanti genetici, a localizzazione mobile, codificanti per la resistenza a penicilline (gene pse-1), aminoglicosidi (gene ant(3’’)-Ia), sulfonamidi (gene sul-I) e tetracicline (geni: tetA, tetB, tetG). I suddetti principi attivi sono stati scelti in quanto coinvolti nei principali meccanismi specifici di multiresistenza in Salmonella spp. e utilizzati, soprattutto in  passato, anche in terapia umana.
MATERIALI E METODI – Sono stati sottoposti ad indagine campioni rappresentati dal contenuto cecale di polli (n. 252) e di quaglie (n. 200) prelevati da macelli della regione Veneto.

L’isolamento degli stipiti, appartenenti alla specie S. enterica, è avvenuto seguendo le indicazioni riportate nella norma UNI EN ISO 6579:2002 (6). I ceppi, identificati con il sistema API 20E® (BioMérieux), sono stati successivamente sierotipizzati e sottoposti ad indagine biomolecolare. Il DNA genomico è stato estratto mediante l’impiego di resina Cheleex al 6% (InstaGeneTM BIORAD).

L’amplificazone genica, avvenuta in MinyCycler PTC-0150 (Celbio), dopo una preliminare fase di standardizzazione, si è avvalsa di Master Mix costituita da: Taq Buffer PCR 1X – (NH4)2 SO4 (Fermentas), 0,2 mM di ciascun DNTPs (Eppendorf), coppie di primer (0,5 - 1 μM, Sigma Genosys), 0,025 U/μl Taq Polymerase e 2,5 mM di MgCl2 (Fermentas). 

I controlli positivi, S. Typhimurium (fagotipo NT e DT 12) e S. Typhimurium (fagotipo DT 104) sono stati forniti, rispettivamente, dal Dipartimento di Sanità Pubblica Veterinaria e Patologia Animale,  dell’Università di Bologna e dal laboratorio Scottish Salmonella Reference, Stobhill Hospital, North Glasgow University. Per l’amplificazione sono state impiegate le seguenti coppie di primer: pse-1 for/pse-1 rev (gene pse-1, 419 bp), ant(3’’)-Ia for/ant (3’’)-Ia rev (gene ant (3’’)-Ia, 526 bp), sul-I for/qacE(I rev (gene sul-I, 797 bp), tet(A) for/tet(A) rev (gene tet-A, 210 bp), tet(B) for/tet(B) rev (gene tet-B, 659 bp), tet(G) for/tet(G) rev (gene tet-G, 844 bp) (2, 5, 8). La risoluzione dei frammenti genici è avvenuta in gel di agarosio (1-1,5%, Eppendorf) in soluzione di TAE 1X (Eppendorf), mediante corsa elettroforetica (120 Volt per 1,5-2 ore). 

RISULTATI – Sono stati sottoposti ad indagine biomolecolare 59 stipiti (22 da pollo e 37 da quaglia). I sierotipi rilevati sono stati, rispettivamente, S. Derby (22,7%), S. Virchow (18,2%), S. Livingtone (18,2%), S. Enteritidis (13,6%), S. Saintpaul (13,6%), S. Hadar (9,1%) e S. Agona (4,5%) nella prima matrice e S. Typhimurium (48,6%), S. Braenderup e  S. Putten (10,8 %), S. Isangi (8,1%), S. Blockley (5,4%), S. Heildeberg (5,4%), S. Anatum (2,7 %), S. Bredeney (2,7 %), S. Enteritidis (2,7 %) e S. Thompson (2,7 %) nelle quaglie. Gli isolati dalle feci di pollo hanno evidenziato una elevata resistenza alle tetracicline (l’86,4% degli stipiti possedeva almeno uno dei tre geni di classe tet indagati). Tutti i ceppi si sono dimostrati genotipicamente sensibili nei confronti delle penicilline. Un discreto numero di stipiti ha presentato resistenza agli aminoglicosidi (50,0%) e alle sulfonamidi (27,3%) (Figura n. 1). Il 45,4% delle salmonelle ha evidenziato una sola resistenza che, nella maggior parte dei casi (90,0%), si è manifestata nei confronti delle tetracicline; tuttavia solamente il 4,5% dei ceppi possedeva contemporaneamente tre geni tet. Resistenze doppie (aminoglicosidi e tetracicline) e triple (aminoglicosidi, sulfonamidi e tetracicline)  sono state riscontrate, rispettivamente, nel 18,2% e nel 27,3% degli stipiti. Nessun ceppo ha dimostrato di possedere pattern a 4 resistenze mentre il 9,1% si è rivelato sensibile a tutti i principi attivi impiegati (Figura n. 2). Il serovar più frequentemente isolato (S. Derby), nell’80,0% dei casi ha presentato il gene tetB e nel 20% le sequenze geniche ant(3’’)-Ia assieme a quelle di classe tet. 
Gli isolati dai campioni fecali di quaglia hanno manifestato una particolare resistenza verso le differenti classi di antibiotici; il 94,6% degli stipiti, infatti, possedeva almeno un gene di classe tet, il 67,6% la sequenza ant (3’’)-Ia e il 45,9% il frammento sul-I (Figura n. 3). La maggiore sensibilità di questi stipiti (70,3%) è stata riscontrata relativamente alle penicilline la cui resistenza è codificata dal gene pse-1 (Figura n. 1). Il 5,4% dei ceppi non ha evidenziato la presenza di alcuna delle sequenze geniche indagate, mentre il 29,7% possedeva pattern a 4 resistenze. La contemporanea presenza di due geni di classe tet [tet(A) + tet(B) oppure tet(A) + tet(G)] si è evidenziata solamente in sei stipiti. Il sierotipo maggiormente isolato, identificato come S. Typhimurium, nel 55,5% dei casi è risultato resistente a tutte le classi di antibiotici.

Figura n. 1: Percentuale di stipiti, isolati dalle diverse matrici, risultati positivi all’indagine              genotipica di antibiotico resistenza. 
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Figura n. 2: Pattern di antibiotico resistenza negli stipiti isolati dai campioni fecali.
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Figura n. 3: Tracciato elettroforetico relativo al gene sul-I
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Legenda:

M = Mass Ruler DNA Ladder Low Range (80-1.031 bp, Fermentas)

P = Controllo positivo
N = Controllo negativo

nn. 3-11 = campioni negativi

nn. 1, 2 = campioni positivi

CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI – Va precisato che i risultati forniti da questa indagine dovranno essere integrati con ulteriori ricerche, al fine di valutare l’effettiva espressione fenotipica dei geni considerati. La presente ricerca, tuttavia, non può che rafforzare le preoccupazioni riguardanti l’antibiotico resistenza, almeno dal punto di vista genotipico. Il fenomeno è particolarmente evidente nei ceppi isolati dai campioni fecali di quaglie, che presentano una più frequente resistenza verso tutti gli antibiotici, rispetto a quelli provenienti da pollo. Le differenze più rilevanti sono quelle registrate nei confronti di aminoglicosidi (+17,6%) e di sulfonamidi (+18,6%). La più diffusa resistenza dei ceppi, indipendentemente dalla fonte di isolamento, è stata riscontrata verso le tetracicline, seguita da quella nei confronti degli aminoglicosidi, delle sulfonamidi e delle penicilline. In particolare per questa ultima classe si è osservata una sensibilità oscillante tra il 70,3% (quaglie) e il 100% (pollo). I risultati di cui sopra sono confermati da quanto riportato dal Sistema Enter-Vet (2005) e dal NARMS (National Antimicrobial Resistance Monitoring System for Enteric Bacteria) (4).
Un dato allarmante è, sicuramente, quello relativo alla presenza di pattern a quattro e a tre resistenze, rispettivamente, negli isolati dalle quaglie e dai polli. Va ricordato che da questi ultimi, inoltre, sono stati isolati ceppi che, nel 4,5 % dei casi, hanno rivelato la presenza contemporanea dei tre geni di classe tet. Per valutare la resistenza alle tetracicline è, infatti, fondamentale verificare la presenza delle sequenze geniche sopra ricordate, in quanto il meccanismo di resistenza del batterio è mediato dalle proteine di membrana [tet(A), tet(B) e tet (G)], coinvolte nell’efflusso attivo dell’antibiotico. Rassicurante è, comunque, il dato relativo all’assenza di multiresistenze nei serovar S. Enteritidis e S. Virchow, riconosciuti dalla Commissione Europea, tra quelli di maggiore rilevanza, per la salute pubblica (Reg. 1003/2005/CE). Non trascurabile, infine, è l’elevata frequenza di pattern a 4 classi negli isolati di S. Typhimurium, imputabile, presumibilmente, ad un maggiore impiego, dei principi attivi testati, negli allevamenti dei selvatici piuttosto che in quelli di pollame. L’importanza del monitoraggio dell’antibiotico resistenza in questo serovar,  necessario tra l’altro ai fini epidemiologici, non può essere sottovalutato, dal momento che questo sierotipo è stato il più isolato, negli ultimi anni, dagli animali, dagli alimenti e dall’uomo.
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