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SUMMARY – The prevalence of quinolone- and β-lactam-resistant E. coli was investigated among healthy broiler flocks in Denmark and Italy. In Denmark, sock samples were collected from 10 parent flocks and 10 offspring flocks, according to the procedure currently used for the surveillance of Salmonella in the EU. Samples were enriched in McConkey broth and streaked on McConkey agar plates added with nalidixic acid (32 μg/ml), ciprofloxacin (2 μg/ml), ampicillin (32 μg/ml), cefotaxime (2 μg/ml) or ceftiofur (8 μg/ml). The β-glucuronidase test was performed for verification of presumptive E. coli. The same methods were used to analyse sock samples collected from 6 Italian broiler flocks. PCR with primers for the CTX-M-type extended-spectrum β-lactamases (ESBLs) was performed on cephalosporin-resistant isolates.

While resistance to ampicillin and nalidixic acid was widespread in both countries, resistance to ciprofloxacin and cephalosporins was more common among Italian flocks. In Denmark, ciprofloxacin resistance was only detected in 1 parent flock without any history of quinolone usage and none of the flocks was positive for cephalosporin-resistant E. coli. In Italy, resistance to ciprofloxacin was detected in all flocks and resistance to ceftiofur and cefotaxime were detected in 5 flocks. Primers specific for the CTX-M-type ESBLs generated PCR amplicons from isolates from 3 of these flocks.
In industrialized countries, the poultry production system is highly standardized, and therefore comparable. However, the use of broad-spectrum antimicrobials is particularly limited in Danish poultry production. Accordingly, the results of this study could reflect the different policies in antimicrobial usage between the two countries.
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INTRODUZIONE –​ In medicina umana e veterinaria sono documentate importanti ripercussioni sanitarie ed economiche conseguenti all’insorgenza, diffusione e persistenza di geni che codificano determinanti di antibiotico-resistenza a livello di popolazioni batteriche (10, 13).
In concomitanza o in seguito ad infezioni causate da batteri antibiotico-resistenti è possibile incorrere in episodi di aumentata morbosità e limitata efficacia terapeutica di farmaci attualmente disponibili.
In questo studio viene esaminata la prevalenza di E. coli resistenti a (fluoro)chinoloni ed agenti β-lattamici a livello di allevamento avicolo, in animali sani.
Le attuali tecniche di macellazione e lavorazione del pollame non possono escludere la contaminazione accidentale di carcasse da parte di microrganismi presenti nel tratto intestinale degli animali macellati.

L’esposizione ad alimenti di origine animale contaminati da E. coli antibiotico-resistenti rappresenta una minaccia per la sanità pubblica ed è un’eventualità che coinvolge sia i ceppi patogeni che i ceppi commensali.

Il rischio per la salute pubblica può conseguire sia ad infezione zoonotica, sia al trasferimento di geni di resistenza a microrganismi del tratto intestinale umano, tramite elementi genetici mobili (4, 5, 6, 7, 9, 12). Quest’ultima evenienza è stata ad esempio descritta per alcuni geni che codificano enzimi responsabili di resistenza alle cefalosporine, designati β-lattamasi a spettro amplificato (ESBLs) (16). 
MATERIALI E METODI – E. coli sono stati isolati da feci campionate con calzari (11). In Danimarca, i campioni sono stati raccolti in 10 allevamenti di parents della linea carne e in 10 allevamenti di broilers di età compresa tra le 3 e 4 settimane.

In Italia, precisamente in Emilia-Romagna, l’indagine ha riguardato 1 allevamento di parents (linea carne) e 5 allevamenti di broilers di età eterogenea. L’anamnesi sull’utilizzo di antibiotici ha riportato che negli allevamenti danesi, ad eccezione di 1, non era stato fatto uso di antibiotici; in Italia, in 1 allevamento non erano stati utilizzati antibiotici.

In laboratorio, i calzari sono stati posti in arricchimento con brodo McConkey in proporzione 1:10, ed incubati a 37˚C durante la notte. Dieci microlitri di brodo sono stati seminati su 5 differenti tipi di piastre: agar McConkey addizionato con ampicillina (32 μg/mL), acido nalidixico (32 μg/mL), ciprofloxacina (2 μg/mL), ceftiofur (8 μg/mL), e cefotaxima (2 μg/mL). Le piastre sono state incubate a 37˚C durante la notte e i presuntivi E. coli sono stati confermati mediante il test della β-glucuronidasi.
Sugli isolati con fenotipo di resistenza alle cefalosporine è stata effettuata la PCR con primers per ESBLs del tipo CTX-M.
RISULTATI –​ La tabella 1 contiene i risultati del rilevamento fenotipico di E. coli antibiotico-resistenti, a livello di allevamento.
La PCR per ESBL del tipo CTX-M ha generato ampliconi in tre dei cinque allevamenti dove sono stati isolati E. coli resistenti alle cefalosprine.
Tab. 1- Prevalenza di E. coli antibiotico-resistenti a livello di allevamento, in DK e IT
	Agente antimicrobico1
	DK
	
	IT

	
	nAP2/nAT3 
	(%)
	
	nAP2/nAT3 
	(%)

	
	
	
	
	
	

	AMP
	20/20
	(100)
	
	6/6
	(100)

	CTX
	0/20
	(0)
	
	5/6
	(83.3)

	CTF
	0/20
	(0)
	
	5/6
	(83.3)

	NAL
	20/20
	(100)
	
	6/6
	(100)

	CIP
	1/20
	(5)
	
	6/6
	(100)

	
	 
	
	 
	 
	

	 
	
	 
	
	
	 


1 ampicillina (AMP); cefotaxima (CTX); ceftiofur (CTF); acido nalidixico (NAL); ciprofloxacina (CIP).

2 numero di allevamenti positivi.

3 numero totale di allevamenti analizzati.
CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI –​ Questo studio evidenzia un’elevata prevalenza di E. coli resistenti ad ampicillina ed acido nalidixico negli allevamenti esaminati di entrambi i Paesi. La prevalenza di E. coli resistenti alla ciprofloxacina è molto bassa negli allevamenti danesi ed elevata negli allevamenti italiani oggetto dell’indagine, dove è stata inoltre osservata un’elevata prevalenza di resistenza alle cefalosporine. Fra i determinanti genetici di resistenza alle cefalosporine sono state evidenziate β-lattamasi del tipo CTX-M, enzimi codificati da geni presenti su plasmidi che rappresentano una problematica emergente in medicina veterinaria (2, 3). In Danimarca non sono stati isolati E. coli resistenti alle cefalosporine.
Esiste un’associazione confermata tra la quantità di antibatterici utilizzati e la comparsa di batteri antibiotico-resistenti, e le indicazioni preliminari che emergono da questo studio potrebbero rappresentare un’ulteriore conferma (1, 8, 14).
I fluorochinoloni e gli agenti β-lattamici sono farmaci per i quali è prioritario preservare l’efficacia terapeutica poiché sono caratterizzati da ampio spettro d’azione e tossicità relativamente bassa (15, 17). Il medico veterinario, operatore di sanità pubblica, svolge un ruolo insostituibile sia mediante un utilizzo prudente degli antibiotici, limitando l’uso di molecole ad ampio spettro ai casi di effettiva necessità, sia tramite un monitoraggio dell’insorgenza di antibiotico-resistenza.
Stabilire piani di monitoraggio per il rilevamento di batteri antibiotico-resistenti negli animali d’allevamento permette di elucidare la dinamica di popolazioni batteriche resistenti e di limitare fallimenti terapeutici in medicina veterinaria. E’ inoltre uno strumento necessario per produrre dati per un’analisi del rischio al quale il consumatore è esposto in seguito ad assunzione di alimenti potenzialmente contaminati da microrganismi resistenti agli antibiotici.
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