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RIASSUNTO

La resistenza agli antimicrobici determina gravi rischi per la salute pubblica ed ¢ caratterizzata
da un impatto economico rilevante. Nella filiera suina, uno dei punti critici per 1’insorgenza di
resistenze negli animali e nei loro prodotti, ¢ di fondamentale importanza promuovere 1’uso
razionale e consapevole del farmaco. Lo scopo del presente lavoro ¢ stato quello di monitorare la
circolazione ed i livelli di antibiotico resistenza di alcuni agenti batterici patogeni e commensali
(Streptococcus suis, Escherichia coli e Staphylococcus aureus) isolati in un ciclo produttivo di
suini (post-svezzamento), come studio preliminare per la creazione di una filiera antibiotic free.
Nell’arco di 5 mesi, 89 carcasse sono state sottoposte ad esame necroscopico e raccolta di un
panel di campioni con approccio sistematico. Su tutte le matrici ¢ stato applicato un protocollo
batteriologico standardizzato che ha portato all’isolamento di 40 ceppi di S. suis, 46 di E. coli e 28 di
S. aureus. Tali ceppi sono stati caratterizzati con metodiche sierologiche e di biologia molecolare.
I ceppi di S. suis e di E. coli sono stati inoltre testati per la determinazione della sensibilita agli
antimicrobici. I risultati dello studio confermano I’ampia diffusione dell’antimicrobico resistenza
negli allevamenti suinicoli e mettono in evidenza alcune criticita riscontrate nel percorso di
creazione di filiere antibiotic free, sottolineando la necessita un approccio olistico, in una logica
di “One Health”.

ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AMR) poses serious risks to public health and has a significant economic
impact. In the pig supply chain, one of the critical points for the emergence of AMR in animals
and their products, it is of fundamental importance to promote the rational and responsible use of
drugs. The aim of this work was to monitor the circulation and antibiotic resistance levels of some
pathogenic and commensal bacteria (Streptococcus suis, Escherichia coli and Staphylococcus
aureus) isolated in a pig production cycle (post-weaning), as a preliminary study for the creation
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of an antibiotic free supply chain. Over a period of 5 months, the necroscopic examination of
89 carcasses was carried out and a panel of samples was collected from each carcass using a
systematic approach. A standardised bacteriological protocol was applied to all samples, resulting
in the isolation of 40 strains of S. suis, 46 of E. coli and 28 of S. aureus. These strains were
characterised using serological and molecular methods. S. suis and E. coli strains were also tested
for antimicrobial susceptibility. The results of the study confirm the wide spread of antimicrobial
resistance in the pig farming system and highlight some weak points encountered in the creation
of antibiotic free supply chains, thus emphasising the need for a holistic approach, in a “One
Health” perspective.

INTRODUZIONE

Alcune previsioni su scala mondiale indicano che nel 2050 I’antimicrobico-resistenza (AMR)
diventera la principale causa di morte nell’'uomo, con 10 milioni di decessi I’anno, ridurra il PIL
di 2-3,5 punti e determinera un costo complessivo di 100 trilioni di dollari (Jim O’Neill, 2014)\
ncalling for ideas to bring this growing threat under control. This is the Review\nteam’s first paper,
where we demonstrate that there could be profound health\nand macroeconomic consequences
for the world, especially in emerging economies,\nif antimicrobial resistance (AMR. In Europa,
negli ultimi anni, ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control), EFSA (European
Food Safety Authority) ed EMA (European Medicines Agency) hanno: (i) messo in relazione
il consumo di antibiotici con la frequenza di insorgenza di AMR nell’uomo e negli animali
(ECDC, EFSA, EMA, 2015); (ii) fornito una serie di misure da mettere in atto per ridurre 1’uso
di antimicrobici negli animali e valutato il loro impatto sulle produzioni (EMA, EFSA, 2017);
(iii) stabilito indicatori armonizzati, per la medicina umana e veterinaria, per il monitoraggio del
consumo di antibiotici e la sorveglianza dell’AMR (ECDC, EFSA, EMA, 2017). In considerazione
della gravita e dell’importanza di tale fenomeno, si sta cercando di intervenire a livello nazionale
ed internazionale redigendo Action Plan e linee guida che promuovano la riduzione del consumo
di antibiotici e un uso razionale e consapevole del farmaco, sia in campo umano che veterinario,
in una logica di “One Health”, con un approccio olistico “from farm to fork”.

L’Italia ¢ il secondo maggiore consumatore europeo di antibiotici ad uso veterinario (EMA,
2020). I Ministero della Salute Italiano dal 2014 produce annualmente il “Piano di monitoraggio
armonizzato sulla resistenza agli antimicrobici di batteri zoonotici e commensali” (Ministero della
Salutee CRAN-AR,2022)ehaavviatonel 2017 il Piano Nazionale di Contrasto dell’ Antimicrobico-
Resistenza (PNCAR) (Ministero della Salute, 2017). Quest’ultimo, rivolgendosi sia alla medicina
umana che veterinaria si propone di ridurre la frequenza di infezioni causate da microrganismi
AMR e la frequenza di infezioni associate ad ospedalizzazione e assistenza sanitaria. A questo
scopo, gli obiettivi prefissati per il settore veterinario nel 2020 erano: (i) la riduzione almeno del
30% del consumo complessivo di antibiotico; (ii) la diminuzione di consumo di Highest Priority
Critically Important Antibiotics (HPCIA) del 10% (WHO, 2018); (iii) : la riduzione del consumo
della colistina a livelli inferiori ai 5 mg/PCU (Population Correction Unit); (iv) la riduzione della
somministrazione di antibiotici per via orale almeno del 30%.

Per far fronte a tali sfide sanitaric ¢ necessario un approccio congiunto finalizzato ad un
miglioramento delle condizioni di benessere e della biosicurezza degli allevamenti, nell’ottica
piu generale di un’implementazione degli aspetti preventivi delle malattie infettive, nonché ad un
miglioramento delle capacita diagnostiche sia in campo che in laboratorio. Al di fuori di questo
contesto e soprattutto per andare incontro alle richieste dei consumatori, oggi si sta assistendo
anche allo sviluppo di filiere zootecniche antibiotic free.

La filiera suina, essendo uno dei punti critici per I’insorgenza di resistenze (sia in batteri zoonosici
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che in patogeni opportunisti per ’'uomo) negli animali e nei loro prodotti, deve affrontare il
problema sensibilizzando tutti gli attori coinvolti, attivando piani di monitoraggio sul consumo
di farmaco e sullo sviluppo di resistenze, incentivando studi finalizzati ad indagare le possibili
soluzioni alle principali criticita riscontrate nel perseguimento di tale obiettivo (Diegoli et al.,
2018).

Lo scopo del presente lavoro ¢ stato quello di monitorare la circolazione ed i livelli di antibiotico
resistenza di alcuni agenti batterici patogeni e commensali (Streptococcus suis, Escherichia coli
e Staphylococcus aureus) isolati in un ciclo produttivo di suini (post-svezzamento), come studio
preliminare per la creazione di una filiera antibiotic free.

MATERIALI E METODI

Animali e allevamenti

L’area di studio del progetto ¢ stata una “micro-filiera”, all’interno della produzione suinicola
di una azienda agroalimentare italiana, costituita dai cosiddetti controsessi (maschi esclusi dai
circuiti DOP) e da femmine non selezionate per divenire riproduttori. Tali animali provengono
da un allevamento di scrofe gran parentali (sito 1), organizzato in bande trisettimanali, con una
produzione per banda destinata alla micro-filiera sopra descritta di circa 400 animali. Ad una eta
di 28 giorni (6-7 kg peso vivo) i lattoni vengono trasferiti nel sito 2, per essere successivamente
accasati 65 giorni dopo (25-28 kg peso vivo) in un allevamento da ingrasso (sito 3), dove
concludono il ciclo produttivo al raggiungimento del peso di macellazione.

Prelievo dei campioni

11 progetto ¢ stato realizzato nell’arco di 5 mesi, da febbraio a luglio 2021. Nel rispetto degli
obiettivi prefissati, ’attivita di monitoraggio si ¢ concentrata sull’allevamento ritenuto punto
critico della micro-filiera in esame (sito 2), che ¢ stato visitato con frequenza almeno settimanale.
Gli altri due siti produttivi sono stati visitati due volte ciascuno.

Nel corso dello studio, ogni suinetto deceduto proveniente dal sito 2 ¢ stato sottoposto ad un
protocollo diagnostico standardizzato. In via preliminare, sono stati raccolti i dati relativi al
segnalamento e all’anamnesi e sono stati osservati ed interpretati eventuali quadri clinici nel
gruppo di appartenenza. Successivamente, entro 24 ore dalla morte, ogni carcassa in adeguato stato
di conservazione ¢ stata trasportata, nel rispetto delle buone norme su raccolta, conservazione ¢
trasporto dei campioni biologici, al laboratorio di riferimento individuato (sede di Forli dell’Istituto
Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia-Romagna - IZSLER).

Esami necroscopici

Per ogni carcassa conferita ¢ stato svolto un esame necroscopico con approccio sistematico ed ¢
stato raccolto un panel di campioni standardizzato (amigdale, valvole cardiache, liquido cefalo-
rachidiano, milza, polmoni (bronchi e pleura), linfonodi mesenterici, piccolo intestino, reni), a cui
poteva essere associato il prelievo di altre matrici qualora fossero emersi quadri patologici ritenuti
rilevanti.

Diagnostica batteriologica

Tutte le matrici raccolte sono state seminate sui terreni colturali Agar sangue (AG), Hektoean
enteric agar (HE), Kanamycin Aesculin Azide agar (KAA) seguendo un protocollo standardizzato
(Tabella 1). E stata inoltre svolta una ricerca sistematica di sostanze inibenti nei reni, tramite
semina su terreno agarizzato Standard II, addizionato con spore di Bacillus subtilis. Le piastre
sono state successivamente incubate in termostato a 37+1°C in condizioni di aerobiosi per 18-
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24h. Eventuali matrici patologiche aggiuntive sono state processate secondo metodiche interne
standardizzate.

Tabella 1. Protocollo microbiologico standardizzato in uso nel presente progetto.
Table 1. Standardised microbiological protocol used in the present study.

Matrice Terreni colturali

Amigdale

Valvole cardiache

Liquido cefalo-rachidiano

- AG, HE, KAA

Milza
Bronchi
Pleura
Linfonodi mesenterici

B B ; AG, HE
Piccolo intestino
Reni Sostanze inibenti

Terminato il periodo di incubazione, ¢ stata effettuata la lettura delle piastre e le colonie
appartenenti ad agenti patogeni o commensali sono state trapiantate per poter eseguire successivi
approfondimenti diagnostici. In particolare, considerando la loro primaria importanza come agenti
patogeni in sito 2, € stato scelto di focalizzare I’attivita nei confronti dei ceppi di Streptococcus suis
e di Escherichia coli. Inoltre, € stata posta particolare attenzione verso i ceppi di Staphylococcus
aureus, in quanto possibili portatori di geni codificanti per la resistenza alla meticillina, e quindi
rilevanti per la salute umana.

Le colonie con morfologia riconducibile a Streptococcus spp. sono state sottoposte a colorazione
di Gram, test dell’ossidasi e della catalasi. La conferma & avvenuta tramite la metodica di
identificazione biochimica miniaturizzata Api® 20 Strep (bioMérieux). Le colonie che
presentavano profilo corrispondente sono state in seguito inviate alla sede di Parma dell’ IZSLER
per I’esecuzione di metodiche di biologia molecolare (PCR Multiplex amplificante le aree
genomiche che codificano per i geni gdh, cpsl, cps2, cpsl/2, cps7 e cps9) per ’identificazione e
caratterizzazione dei principali sierotipi di S. suis di interesse diagnostico: 1, 2,7,9. I ceppi di S.suis
per cui non ¢ stato possibile determinare il capsulotipo con tale metodica, sono stati sottoposti a
caratterizzazione sierologica, tramite test di agglutinazione su vetrino, per 1’identificazione dei
sierotipi 4 ¢ 5.

Le colonie con morfologia e colorazione di Gram riconducibile a E. coli, dopo la valutazione di
eventuale alone emolitico su agar sangue, sono state sottoposte a prove biochimiche-enzimatiche
mediante galleria miniaturizzata Microgen GN-ID (Novacyt Group). Le colonie che presentavano
un profilo corrispondente sono state inviate alla sede di Brescia dell’IZSLER per I’esecuzione
di analisi sierologiche e di biologia molecolare. La caratterizzazione sierologica, a livello di
sierogruppo, ¢ stata svolta mediante la tecnica di agglutinazione lenta a caldo, con I’'impiego di 30
diversi antisieri O gruppo-specifici. La ricerca dei geni codificanti i fattori di patogenicita ¢ stata
effettuata attraverso metodica PCR multiplex per i geni codificanti le fimbrie F4, F5, F6, F18,
FA41, le tossine termostabili STa e STh, la tossina termolabile LT e la tossina “shiga-like” Stx2e.
I ceppi di E. coli sono stati classificati come enterotossigeni (ETEC) o come produttori di shiga-
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tossine (STEC) in accordo con quanto riportato da Luppi et al. (2016bdue to Escherichia coli, is
an important cause of economic losses to the pig industry primarily as a result of mortality and
worsened productive performance. In spite of its relevance, recent data about the prevalence of
virulence genes and pathotypes among E. coli isolates recovered from cases of PWD in Europe
are scarce.\nRESULTS: This study investigates the prevalence of fimbrial and toxin genes of E.
coli by PCR among 280 farms with PWD across Europe. A total of 873 samples collected within
the first 48 h after the onset of PWD (occurring 7-21 days post weaning).

Le coloniec con morfologia riconducibile a Staphylococcus spp. sono state sottoposte
preliminarmente a colorazione di Gram, test dell’ossidasi e della catalasi, e successivamente
alla metodica di identificazione biochimica miniaturizzata Api® Staph (bioMérieux) per la
conferma. Le colonie che presentavano un profilo corrispondente a S. aureus sono state in seguito
inviate alla sede di Brescia dell’IZSLER per I’esecuzione delle seguenti analisi di biologia
molecolare: (i) identificazione di ceppi meticillino-resistenti (MRSA) mediante PCR multiplex,
tramite verifica della presenza dei geni mecA e mecC e conferma della specie; (ii) ricerca di geni
codificanti enterotossine (Sea, Seb, sec, sed, see, ser, seg, seh, sei, sej, sep) con PCR Multiplex;
(iii) genotipizzazione mediante Spa typing; (iv) genotipizzazione mediante Multilocus Sequence
Typing (MLST).

Determinazione dei profili di antibiotico-resistenza

Gli isolati di S. suis e E. coli sono stati testati per la determinazione della sensibilita agli
antimicrobici mediante il metodo Kirby-Bauer (metodo della diffusione su piastra) (CLSI VET,
2018a, 2018b, 2019), utilizzando due differenti pannelli di molecole antimicrobiche. Il primo, per
S. suis, conteneva: acido nalidixico (NA), amoxicillina + acido clavulanico (AMC), ampicillina
(AMP), cefalotina (KF), ceftiofur (EFT), enrofloxacin (ENR), eritromicina (E), florfenicolo
(FFC), kanamicina (K), oxacillina (OX), penicillina (P), pirlimicina (PIR), tetraciclina (TE),
trimetoprim + sulfonamidi (SXT). Il secondo, per E. coli, era composto da: acido nalidixico (NA),
aminosidina (AM), amoxicillina + acido clavulanico (AMC), ampicillina (AMP), apramicina
(APR), cefazolina (CZ), enrofloxacin (ENR), florfenicolo (FFC), gentamicina (CN), kanamicina
(K), tetraciclina (TE), tilmicosina (TIL), trimetoprim + sulfonamidi (SXT). La lettura ¢ stata
effettuata mediante misurazione manuale degli aloni di inibizione e I’interpretazione ¢ stata
realizzata secondo standard internazionalmente riconosciuti (CLSI_VET, 2018a, 2018b, 2019),
esprimendo un risultato qualitativo (S-sensibile, I-intermedio, R-resistente) per ogni molecola
antibiotica testata. In accordo con Luppi et al. (2016), nell’elaborazione dei risultati i ceppi
intermedi (I) sono stati considerati come resistenti (R). Le molecole testate sono state raggruppate
in accordo con Magiorakos et al. (2012)extensively drug-resistant (XDR e i ceppi sono stati
classificati come: “multi-resistenti” (MDR), se resistenti a piu di 3 diverse classi di antibiotici;
“con resistenza estesa” (XDR), se resistenti a tutti gli antibiotici ad eccezione di 1 o 2 classi; “pan-
resistenti” (PDR), se resistenti a tutte le molecole testate.

RISULTATI

Nel corso dello studio I’allevamento delle scrofe gran parentali (sito 1) e I’ingrasso (sito 3) sono
stati visitati due volte ciascuno. Il sito 2, su cui si ¢ focalizzata Iattivita di monitoraggio, ¢ stato
visitato 55 volte nell’arco dei 5 mesi di attivita. Sono state sottoposte a necroscopia 89 carcasse:
87 animali provenienti dal sito 2 e 2 suinetti del sito 1 morti dopo aver manifestato sintomatologia
neurologica, durante le procedure di carico per il trasporto verso il sito 2.

A seguito della diagnostica batteriologica standardizzata sulle matrici raccolte, sono stati isolati 40
ceppi di S. suis, 46 ceppi di E. coli e 28 ceppi di S. aureus.
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Diagnostica batteriologica e determinazione dei profili di antibiotico-resistenza

Streptococcus suis

1 40 ceppi di S. suis sono stati prevalentemente isolati da valvole cardiache (n=10), polmone
(bronchi e pleura) (n=10), liquido cefalo-rachidiano (n=8), amigdale (n=8) e in misura minore
dalla milza (n=4). Alla caratterizzazione sierologica, 17 ceppi sono risultati non tipizzabili mentre
la restante quota si ¢ quasi equamente distribuita tra i sierotipi rilevabili con le metodiche utilizzate,
ad eccezione del sierotipo 2 che ¢ stato isolato una sola volta (Tabella 2).

Tabella 2. Sierotipi di S. suis rilevati, in ordine di frequenza.
Table 2. Frequency of S. suis serotypes detected.

Sierotipo n. ceppi Percentuale
non tipizzabile (NT) 17 42,5%
7 5 12,5%
9 5 12,5%
1 4 10,0%
4 4 10,0%
5 4 10,0%
2 1 2,5%
totale 40

Dagli antibiogrammi ¢ emersa una diffusa sensibilita alle penicilline (AMC, AMP, P), alle
cefalosporine di I (KF) e IIT (EFT) generazione e agli amfenicoli (FFC) (Figura 1). Nonostante
cio, 33 ceppi (82,5%) sono risultati essere MDR, 2 XDR ed 1 PDR.

S. suis (n=40)
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Figura 1. Esiti degli antibiogrammi di S. suis nei confronti di: acido nalidixico (NA),
amoxicillina + acido clavulanico (AMC), ampicillina (AMP), cefalotina (KF), ceftiofur
(EFT), enrofloxacin (ENR), eritromicina (E), florfenicolo (FFC), kanamicina (K), oxacillina
(OX), penicillina (P), pirlimicina (PIR), tetraciclina (TE), trimetoprim + sulfonamidi (SXT).

Figure 1. Outcomes of S. suis antibiograms towards the 14 molecules listed above.
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Escherichia coli
1 46 ceppi di E. coli sono stati prevalentemente isolati dall’intestino tenue (n=28), ma sono

stati rinvenuti anche nei linfonodi mesenterici (n=6), liquido cefalo-rachidiano (n=4), milza
(n=3), colon (n=2), valvole cardiache (n=2) e bronchi (n=1). Alla valutazione delle colonie
su Agar sangue, 24 ceppi presentavano emolisi. Dalle indagini sierologiche si ¢ osservato
come il sierogruppo O20 sia stato il piu rappresentato (n=18) (Tabella 3), mentre dalle analisi
biomolecolari ¢ emerso che di 6 ceppi, tutti emolitici, 5 erano classificabili come ETEC ed 1

come STEC (Tabella 4).

Tabella 3. Risultati delle analisi sierologiche sui ceppi di E. coli, in ordine di frequenza.
Table 3. Frequency of E. coli serogroups isolated in the present study.

sierogruppo n. ceppi percentuale

020 18 39,1%
08 6 13,0%
NT 6 13,0%
0141 5 10,9%
0o15 4 8,7%
086 2 4,3%
0157 2 4,3%

02 1 2,2%
0128 1 2,2%
0153 1 2,2%
totale 46

Tabella 4. Genotipizzazione dei ceppi di E. coli. Ogni lettera (a-f) rappresenta una diversa
combinazione di fattori di patogenicita, mentre il numero a cui le lettere sono associate
corrisponde alla frequenza con cui la combinazione si ¢ presentata.

Table 4. E. coli strains genotyping. Each letter (a-f) represents a different combination of
virulence factors, while the number with which the letters are associated corresponds to the
frequency with which the combination occurred.

Fattori di patogenicita
F18 LT STA STB | STX2E | nessuno | totceppi
0 - - - - - 33 33
n. fattori 1 - - - 3 - -
compresenti 2 26 e 3d 20 1 | 1¢, 3¢ Ie _ 7
3 3f - 3f 3f - -
freq. fattori 6 3 6 10 1 46

Dagli antibiogrammi ¢ emerso che la percentuale di ceppi di E.coli sensibili alle 13 molecole
non ha mai superato quota 61% (Figura 2), e che la totalita dei ceppi ¢ risultata essere 0 MDR

(n=26) o XDR (n=20).

119



Figura 2. Esiti degli antibiogrammi di E. coli nei confronti di: acido nalidixico (NA),
aminosidina (AM), amoxicillina + acido clavulanico (AMC), ampicillina (AMP), apramicina
(APR), cefazolina (CZ), enrofloxacin (ENR), florfenicolo (FFC), gentamicina (CN),
kanamicina (K), tetraciclina (TE), tilmicosina (TIL), trimetoprim + sulfonamidi (SXT).
Figure 2. Outcomes of E. coli antibiograms towards the 13 molecules listed above.

E. coli (n=46)
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Staphylococcus aureus

Le amigdale, da cui sono stati rilevati 17 dei 28 ceppi totali, si confermano il sito di elezione
per I’isolamento di S. aureus. Dalle indagini di biologia molecolare ¢ emerso che la quasi
totalita dei ceppi (26/28) presentava il gene mecA codificante per la resistenza alla meticillina,
mentre nessuno presentava il suo omologo mecC. Le metodiche di genotipizzazione MLST
e SPA typing hanno identificato, rispettivamente, 4 Sequence Types (ST) e 6 Spa types
(t), consentendo di raggruppare i ceppi in 7 differenti profili, il piu frequente dei quali ¢
stato ST398/t034 (Tabella 5). Infine, la PCR Multiplex per la ricerca dei geni codificanti le
enterotossine stafilococciche ¢ risultata positiva per uno solo dei ceppi testati, e ai soli geni
seg e sei. Tale ceppo, oltre a presentare profilo filogenetico proprio, era anche uno dei due
privi del gene mecA.

Tabella 5. Risultati delle analisi di genotipizzazione effettuate su S. aureus mediante Spa
typing e MLST.
Table 5. Results of genotyping tests performed on S. aureus through Spa typing and MLST.

MULTILOCUS SEQUENCE TYPING
ST398 ST2423 ST7245 ST7246 tot ceppi

o t034 16 - - - 16
p 11939 1 - - - 1
~ t899 6 - - - 6
[ 115045 - 1 - - 1
g 1255 1 - - 5 1
t1730 - - 2 1 3

tot ceppi 24 1 2 1 28
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DISCUSSIONE

I risultati devono essere valutati con cautela considerando il breve lasso di tempo durante
il quale ¢ stato condotto lo studio, e la relativamente limitata numerosita dei ceppi isolati
ed esaminati. E quindi difficile esprimere delle considerazioni applicabili all’intera filiera
produttiva. Nonostante cio, dall’analisi critica dei risultati emergono alcuni aspetti interessanti.
Per quanto riguarda Streptococcus suis, tra i 35 diversi sierotipi noti e riportati in letteratura
(Gottschalk and Segura, 2019) il sierotipo 2 ¢ storicamente considerato come quello
maggiormente diffuso a livello globale e piu frequentemente associato a forme cliniche
(Goyette-Desjardins et al., 2014). Tuttavia, negli anni, diversi studi hanno riportato un
progressivo aumento delle infezioni sostenute dal sierotipo 9, che in alcuni Paesi ¢ diventato
quello maggiormente isolato da casi clinici (Willemse et al., 2019; Zheng et al., 2019), e dal
sierotipo 7 (Priifer et al., 2019). Nel presente studio, dei 23 ceppi di S. suis risultati tipizzabili
(su un totale di 40 ceppi isolati), solo 1 apparteneva al sierotipo 2, mentre la restante quota
si ¢ quasi equamente distribuita tra i restanti sierotipi rilevabili con le metodiche adottate.
Dai risultati degli antibiogrammi, I’estesa sensibilita nei confronti delle penicilline (AMC,
AMP e P; ad eccezione dell’OX) e delle cefalosporine (KF e EFT), ha confermato I’efficacia
dei B-lattamici nel controllo e trattamento dell’infezione negli allevamenti suinicoli. La
sensibilita verso la P, nettamente inferiore (72,5%) a quella verso AMP (87,5%), supporta
I’ipotesi di una cross-resistenza incompleta nei confronti di queste due molecole. Va
ricordato che I’EFT, essendo una cefalosporina di III generazione, rientra tra gli HPCIA
(WHO, 2018) e, di conseguenza, andrebbe utilizzata unicamente come ultima scelta (solo
a seguito di diagnosi eziologica, test di sensibilita, e resistenza alle molecole di prima e
seconda scelta) nel trattamento della streptococcosi. E stata inoltre rilevata un’alta sensibilita
verso gli amfenicoli (FFC) (85%). Questi risultati sono in accordo con numerosi altri studi
internazionali ¢ nazionali (Marie et al., 2002; Luppi et al., 2016a; Tonni et al., 2021; Cucco
et al., 2021). Tuttavia, 1’82,5% dei ceppi ¢ risultato essere MDR, il 5% XDR ed il 2,5%
PDR. Nel presente studio, infatti, S. suis ¢ risultato molto spesso resistente nei confronti di
tetracicline (TE), sulfonamidi (SXT), lincosamidi (PIR) e, anche se meno frequentemente,
degli aminoglicosidi (K), confermando quanto gia riportato in letteratura (Vela et al., 2005;
Wisselink et al., 2006; van Hout et al., 2016; Du et al., 2019)aminoglycosides, enrofloxacin,
novobiocin and spectinomycin. More than 87% of the S. suis isolates were resistant to
tetracyclines, sulphonamides, macrolides and clindamycin. Strains of serotype 9 were
significantly more resistant than strains of serotype 2 (P<0.05. Inoltre, ¢ stata rilevata una
sensibilita del 65% ai fluorochinoloni (ENR) mentre solo il 5 % dei ceppi ¢ risultato sensibile
ai chinoloni (NA). Tale riscontro ¢ particolarmente allarmante considerata I’importanza
critica di queste molecole in medicina umana.

Relativamente a Escherichia coli, il 45% dei ceppi isolati e risultati tipizzabili apparteneva
al sierogruppo 020. Alle analisi biomolecolari, invece, ¢ stato rilevato unicamente il fattore
fimbriale F18, riportato in letteratura come il piu frequente assieme all’F4 (Do et al., 2020;
Garcia-Menifio et al., 2021). In accordo con Luppi et al. (2016bdue to Escherichia coli, is an
important cause of economic losses to the pig industry primarily as a result of mortality and
worsened productive performance. In spite of its relevance, recent data about the prevalence
of virulence genes and pathotypes among E. coli isolates recovered from cases of PWD in
Europe are scarce.\nRESULTS: This study investigates the prevalence of fimbrial and toxin
genes of E. coli by PCR among 280 farms with PWD across Europe. A total of 873 samples
collected within the first 48 h after the onset of PWD (occurring 7-21 days post weaning),
5 ceppi di E. coli sono stati classificati come ETEC, poiché in possesso di almeno un gene
codificante per le fimbrie e di uno codificante per le tossine, ed 1 ceppo come STEC, poiché
in possesso del gene codificante per la tossina Stx2e associato solo ad un fattore fimbriale.
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Dagli antibiogrammii, la totalita dei ceppi ¢ risultata essere 0o MDR (n=26) o XDR (n=20). In
particolare, per AMP e TE, molecole appartenenti alle due classi di antibiotici piu utilizzate
nell’allevamento suinicolo (Lekagul et al., 2019; Bassi et al., 2021), sono stati riscontrati gli
esiti peggiori, con rispettivamente il 97,8% e 95,7% dei ceppi testati risultati resistenti. Tali
risultati concordano con quanto riportato dalla letteratura internazionale e nazionale (Brand
et al., 2017; De Lucia et al., 2019; Do et al., 2020; Hayer et al., 2020; Renzhammer et al.,
2020; Bosco et al., 2021; De Lorenzi et al., 2021)serotypes, virulence factors and genetic
diversity. Serotypes were assigned by agglutination tests and virulence genes were identified
by polymerase chain reaction (PCR. Anche per chinoloni (NA) e fluorochinoloni (ENR),
entrambi HPCIA, ¢ stata rilevata un’alta percentuale di resistenze, rispettivamente del 73,9%
e 78,3%, con valori intermedi rispetto a quanto riportato da altri autori (Bosco et al., 2021;
Garcia-Menifio et al., 2021). Un’alta percentuale di resistenze ¢ stata registrata anche verso
un altro HPCIA, la tilosina (TIL), col preoccupante valore dell’87%. Il florfenicolo (FFC),
nonostante sia considerato un nuovo agente antimicrobico per la medicina veterinaria,
viene spesso riportato tra le molecole con alti livelli di resistenza, per via di meccanismi
di selezione associati all’azione di elementi genetici mobili come plasmidi, trasposoni e
integroni (Chapman, 2003; Blickwede and Schwarz, 2004; Rosengren et al., 2007)quaternary
ammonium compounds (QAC. In accordo con questi dati, nel presente studio 1’80,4% dei
ceppi ¢ risultato essere resistente verso questa molecola. Va infine sottolineata un’alta
percentuale di ceppi resistenti anche nei confronti delle cefalosporine di I generazione (CZ),
76,1%, e della gentamicina (CN), 73,4%. Le restanti molecole hanno mostrato esiti migliori,
ma con sensibilita mai superiori al 61% dei ceppi.

Per quanto riguarda Staphylococcus aureus, il 92,9% dei ceppi isolati € risultato in possesso
del gene mecA codificante per la resistenza alla meticillina, con una prevalenza del 29,2%
nei suinetti testati, in accordo con quanto gia riportato in letteratura (Moreno-Flores et al.,
2020). In uno studio condotto in allevamenti da ingrasso, alcuni autori (Parisi et al., 2019)
hanno riportato una prevalenza del 53,5% nei suini nati e allevati in Italia, e del 90,5% negli
animali importati. Inoltre, nel report EFSA (2009) emerge come in Italia il 34,9% degli
allevamenti da riproduzione e il 33,9% degli ingrassi risulti positivo per MRSA. Nonostante
nei suini la colonizzazione da MRSA sia frequente, raramente questi batteri sono causa di
malattia (Simon et al., 2020)respectively. A total of 25 MRSA isolates were isolated from
400 samples, in 17 different fattening units. At farm, 12 out of 250 samples were positive
for MRSA (4,8 %. Tuttavia, la diffusione di MRSA rappresenta un grave rischio per la salute
pubblica globale (EUCAST, 2017).

Grazie alle metodiche di genotipizzazione ¢ stato possibile raggruppare i 28 ceppi isolati in 7
differenti profili, il piu frequente dei quali ¢ risultato essere ST398/t034 (57,1%). In accordo
con i dati della bibliografia nazionale (Battisti et al., 2010; Parisi et al., 2019), 1’85,7% dei
ceppi apparteneva al Sequence Type 398 al test MLST. Alla genotipizzazione mediante Spa
typing, il t034 ¢ risultato il piu diffuso (57,1%), seguito da t899 (21,4%), Spa type che si
collocano rispettivamente al terzo e quinto posto per frequenza nel report EFSA (2009). Va
sottolineata, infine, la presenza di 2 ceppi con profilo ST7245/ t1730, 1 ceppo con profilo
ST7246/t1730 e 1ceppo con caratteristiche molto diverse dagli altri: negativo per gene mecA,
positivo per enterotossine stafilococciche seg e sei, con profilo genotipico ST2423/t15045.
Tale risultato meriterebbe ulteriori approfondimenti filogenetici.

CONCLUSIONI

I risultati dello studio confermano I’ampia diffusione dell’AMR negli allevamenti suinicoli.
Tale riscontro, considerata la rilevanza del fenomeno anche per la salute pubblica, evidenzia
la necessita un approccio olistico che preveda di utilizzare protocolli diagnostici compatibili
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con le necessita di campo, di adottare linee guida sull’'uso razionale e consapevole del
farmaco, e di promuovere la prevenzione delle malattie attraverso, ad esempio, la produzione
di vaccini stabulogeni, I’implementazione della biosicurezza e il rispetto dei parametri di
benessere.

In questo contesto, diventa di fondamentale importanza la promozione di filiere zootecniche
antibiotic free anche grazie a studi, come quello appena presentato, che indaghino le principali
criticita riscontrate nel loro percorso di creazione. A tal proposito, occorre sottolineare due
aspetti gestionali, emersi anche nel corso del presente studio, che ricoprono un ruolo chiave
per il conseguimento di tale obiettivo: (i) la necessita di implementare un valido sistema
di tracciabilita e identificazione degli animali, che consenta la divisione degli animali in
due gruppi distinti (trattati e non), in considerazione della comune difficolta ad annullare
I’'uso degli antibiotici su tutti i suini allevati; (ii) la necessita di una efficace e capillare
azione di formazione, sensibilizzazione ¢ coinvolgimento sia degli allevatori, che lavorano
quotidianamente a contatto con gli animali, sia dell’opinione pubblica. Senza il sostegno di
entrambi, ogni obiettivo prefissato diventa irraggiungibile.
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