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1 INTRODUZIONE



1.1 EPIDEMIOLOGIA DELL’ANTIBIOTICO RESISTENZA:
UNA PROBLEMATICA COMUNE ALL’UOMO E AGLI ANIMALI

E’ oramai considerato come acquisito il fatto che l’uso degli antibiotici,
rappresenti uno dei principali fattori di incremento dell’antibiotico resistenza nei
batteri e la conseguente diffusione nell’ambiente di geni resistenti. Gli
antibiotici, infatti, trovano un vasto impiego in medicina umana e veterinaria,
nella terapia e nella profilassi delle infezioni, e sono pure utilizzati in agraria.
Penicilline e tetracicline, ad esempio, vengono diffuse in forma di aerosol sulle
colture agricole per la profilassi di alcune infezioni batteriche, ed utilizzate per la
conservazione del legno, o ancora nella selezione delle piante geneticamente
modificate. E’ stato calcolato che circa il 50% degli antibiotici prodotti
annualmente in Europa vengono utilizzati in zootecnia, sfruttando la loro azione
auxinica. Addizionati in dosi subterapeutiche ai mangimi, gli antibiotici fungono
da promotori della crescita animale, incrementando in tal senso la rapida crescita
e diminuendo la produzione di scarti (Van den Bogaard and Stobberingh, 2000).
Il meccanismo di promozione della crescita animale non & del tutto chiaro. E’
stato ipotizzato un effetto inibitorio degli antibiotici sulla microflora intestinale
(Gustafson and Bowen, 1997). Visek, nella sua teoria, propone che 1’ammoniaca
rilasciata nell’intestino animale quale prodoito del metabolismo batterico,
danneggi la mucosa intestinale, interferendo con 1’assorbimento dei nutrienti.
Egli ha rilevato come alcuni antibiotici assunti con la dieta, siano in grado di
inibire I’attivitd dell’ureasi batterica, responsabile del rilascio dell’ammoniaca,
permettendo cosi una crescita animale rapida ed ottimale. (Visek, 1970).

E’noto che i residui di antibiotici assunti dagli animali, possono persistere nei
tessuti eduli, nel latte e nelle uova e, conseguentemente all’ingestione, agire
sulla flora enterica dell’uomo, alterando la naturale barriera intestinale contro le
infezioni. Inoltre, un’esposizione anche a basso dosaggio agli antibiotici pud

favorire la selezione di una microflora resistente determinando, in tal senso,
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I’espansione del pool genico di resistenza in natura, in seguito all’uso degli
scarti fisiologici animali come fertilizzante. La flora intestinale pud quindi
fungere da riserva di geni trasmissibili a ceppi potenzialmente o propriamente
patogeni e pertanto pud essere considerata un valido indicatore della pressione
selettiva effettuata dagli antibiotici in una popolazione batterica.

Va anche ricordato che spesso, in zootecnia, viene fatto uso di analoghi di
antibiotici utilizzati nella terapia umana con la conseguente insorgenza di
resistenze crociate (Van den Bogaard and Stobberingh, 2000).

L'ambiente ospedaliero costituisce la pili grande riserva di batteri antibiotico
resistenti significativi dal punto di vista clinico. Vanno ricordati I’ Enterococco
vancomicino resistente (VRE) e lo Stafilococco aureo meticillino resistente
(MRSA). Gli Enterococchi, abituali colonizzatori del tratto gastrointestinale di
uomini ed animali, possono causare differenti infezioni del tratto urinario e
addominale ed essere responsabili di gravi infezioni in soggetti debilitati ed
immunodepressi. Nonostante la loro naturale bassa virulenza gli Enterococchi
sono divenuti i maggiori patogeni in ambiente nosocomiale a causa di una
acquisita resistenza a chinoloni, macrolidi, tetracicline e ampicillina, che ha
sollevato un problema in seno al loro uso terapeutico. Cio ha portato a scegliere
altri antibiotici come glicopeptidi, quali la vancomicina e la teicoplanina, ma,
negli ultimi anni, anche questi uitimi agenti antimicrobici sono risultati inefficaci.
Analogo della vancomicina ¢ I'avoparcina, che ¢ stata usata negli animali come
additivo auxinico fino al 1997, anno in cui ne ¢ stato bandito I'uso. Questo
antibiotico probabilmente ha contribuito alla selezione di ceppi resistenti- ai
glicopeptidi negli animali e, attraverso i loro derivati, negli uomini. In Germania,
gia dopo pochi mesi dal disuso dell'avoparcina come supplemento ai mangimi,
venne osservata una diminuzione dell'incidenza di Enterococchi vancomicino e
teicoplanina resistenti in generi di provenienza animale ed in campioni fecali di
persone non ospedalizzate. Questi dati confermano quindi l'emergenza di

resistenze crociate (Klare et al., 1995).



Altri esempi riguardano l'apramicina e la nurseotricina. L’apramicina, un
aminoglicoside in uso dagli anni ottanta e somministrato a bovini € suini, ha
indotto la comparsa di una resistenza crociata di tipo plasmidico alla
gentamicina. Gia nel 1982 vennero isolati dall’uvomo ceppi di Salmonella
enterica con alti livelli di resistenza all'apramicina, i cui determinanti genici
furono trasmessi dagli animali e selezionati con I’uso della gentamicina
(Chaslus-Dancla et al., 1986).

La nurseotricina, antibiotico streptotricinico, venne introdotto negli stessi anni
quale additivo auxinico esclusivamente negli allevamenti di suini e, gia dopo
due anni vennero rilevate le prime forme di resistenza, individuate in un gene
collocato sul trasposone Tn 1825, non solo negli animali, ma anche in isolati
clinici umani. Gli stessi geni vennero isolati in ceppi di Shigella, un patogeno
strettamente umano (Tschape, 1994).

Batteri resistenti agli antibiotici potrebbero essere individuati in concimi di
origine animale e non, in acque di scolo, fognature aperte, specialmente se vicini
ai luoghi dove viene fatto ampio uso di antibiotici come gli ospedali, gli impianti
di produzioni farmaceutiche, in prossimita di allevamenti. L'uvomo puo infettarsi
attraverso il contatto diretto con materiale fecale o attraverso prodotti agricoli
concimati con materiale organico proveniente da allevamenti; molte verdure
vengono assunte crude, alcuni processi fermentativi, ad esempio, di origine
animale possono essere fonte di infezione per l'vomo ed ancora le carcasse
maneggiate nei mattatoi o le carni animali assunte poco cotte potrebbero
rivestire lo stesso ruolo. Infezioni asintomatiche di Salmonella sono comuni nel
tratto intestinale animale, I’agente eziologico pud quindi contaminare le uova e
le parti eduli. La Salmonella sierotipo DT104 che viene spesso associata ai
bovini e al pollame, risulta inoltre multiresistente nei confronti dell'ampicillina,
del cloramfenicolo, della streptomicina, della sulfonammide e della tetraciclina.
Venne isolata per la prima volta nel 1984 da un gabbiano, nel 1988 dal bestiame e

successivamente da una varietd di carni animali. L'antibioticoresistenza di



questo sierotipo ¢ codificata a livello cromosomico ed & dovuta all'inserzione di
elementi mobili quali gli integroni (Johnston, 2001).

Altro esempio di patogeno significativamente importante di provenienza
animale & I Escherichia coli O157:H7 enteroemorragico, causa di infiammazioni
emolitiche intestinali. Pertanto, oltre alla potenziale trasmissione di zoonosi, gli
animali d'allevamento e non, possono fungere da serbatoio di ceppi commensali
O patogeni resistenti agli antibiotici, nel tratto alimentare e, attraverso le
deiezioni, escretarli nell'ambiente o trasferirsi all’uomo se assunti con cibi poco
cotti (Aarestrup, 1999).

Nella microflora umana le specie batteriche quali E.coli ed Enterococcus
faecium nel tratto gastrointestinale, Staphylococcus  epidermidis ¢
Staphylococcus saprophyticus nella cute o nelle mucose, hanno una
pronunciata capacita di acquisire e disseminare geni resistenti. Probabilmente il
genere Pseudomonas e Acinetobacter hanno lo stesso ruolo nell' ambiente
acquatico o terrestre (Troxler et al., 1997).

Qspedali ed aziende d'allevamento rappresentano quindi dei potenziali focolai di
resistenze su cui agisce la pressione selettiva esercitata dagli antibiotici. I
microrganismi con antibiotico resistenze nell'uvomo e negli animali possono
interagire in differenti modi, essendo il cibo e I'acqua i pitt importanti veicoli di
trasmissione della flora intestinale. La diffusione cionaie da animaii ali'uomo di
batteri resistenti ¢ ben documentata per patogeni responsabili di zoonosi, come
la Salmonella typhimurium.

I generi Pseudomonas e Acinetobacter possono giocare un ruolo significativo
nella diffusione di geni resistenti nella rizo- e phytosfera. La microflora umana
potrebbe assumerli attraverso i cibi di origine vegetale con fenomeni di
coniugazione batterica (Witte, 2000).

E stato pure dimostrato che animali domestici di ambienti rurali ed urbani
possono veicolare un apprezzabile numero di E.coli resistenti nella loro flora

intestinale. Cibi per cani disponibili in commercio contengono residui di



antibiotici che possono fungere da fattori di selezione; nel caso di animali in
ambito urbano le resistenze vengono associate ai trattamenti terapeutici, in
ambito rurale ai fattori auxinici. In particolare, sono stati riscontrati gli stessi
sierotipi di E.coli animali in umani ( Monaghan et al.,1981).

Bisogna comunque sottolineare che tutto cid contribuisce ad inquinare
I'ambiente, ma la responsabilita maggiore ¢ comunque da addursi alla pressione
selettiva esercitata dagli antibiotici impiegati in troppi settori.
L’antibioticoresistenza rappresenta un valido esempio del rapido adattamento
dei batteri ad un nuovo ecosistema. La loro abilita di espandere la nicchia
ecologica, anche in preéenza di alcuni antibiotici, pud essere spiegata con
I’acquisizione di geni codificanti antibiotico resistenza attraverso il
trasferimento genetico orizzontale, o con mutazioni in grado di apportare
modifiche funzionali a geni preesistenti.

1 principali meccanismi che implicano un trasferimento genico orizzontale sono
la trasformazione, la transduzione e la coniugazione batterica. Sono meccanismi
questi, influenzati da una forte pressione selettiva che portano ad una diffusa
distribuzione di ceppi multiresistenti, soprattutto tra gli isolati clinici. Molti geni
codificanti la resistenza vengono individuati in plasmidi e trasposoni e spesso

localizzati in elementi genetici, individuati solo da alcuni anni, detti integroni.



- 1.2 GLI INTEGRONI

Gli integroni sono stati definiti quali sistemi di ingegneria genetica naturali,
capaci di incorporare delle cassette geniche e convertirle in geni funzionali
(Martinez and de la Cruz, 1990). Costituiscono degli importanti veicoli di
trasmissione genica orizzontale tra i batteri. Finora sono state descritte nove
classi di integroni che differiscono per la sequenza della integrasi, la quale
catalizza la ricombinazione sito-specifica delle cassette geniche. La classe 1
sembra essere quella piti diffusa nei batteri Gram-negativi ed & caratterizzata
dalla presenza di due segmenti conservati (CS) alle estremita 5' e 3. 1l 5'CS
contiene il gene Intl codificante l'integrasi, a valle di questo, sul filamento
opposto, il sito di inserzione attl ed uno o piu promotori; il segmento 3'CS
contiene invece i geni sull e gacEAI, codificanti rispettivamente la resistenza
alla sulfonamide ed ai composti dell'ammonio quaternario. Nel sito aft/ possono
essere inserite una o piu cassette geniche, con determinanti per la resistenza a
vari antibiotici, o con ORF (Open Reading Frames) a funzione sconosciuta.
Sono gia state descritte almeno 60 differenti cassette codificanti resistenze
verso aminoglicosidi, B-lattamici, cloramfenicolo e trimetoprim. Recentemente
sono state identificate cassette geniche codificanti per B-lattamasi ad ampio
spettro ¢ carbapenemasi (Carattoli, 2001). Le cassette possono esistere in forma
libera come molecole circolari € sono trascritte solo quando vengono inserite
all'interno dell'integrone, nel sito attl; contengono un singolo gene ed un sito di
ricombinazione specifico noto come attC o elemento di 59 pb. Sebbene la
lunghezza di quest’ultimo sia eterogenea, compresa cio¢ tra 57 e 141 pb,
nell’estremitd 5° e 3° ¢ presente una sequenza consensus di 20 bp al cui interno
viene identificata una corta sequenza conservata caratterizzata al 5° dal motivo
RYYYAAC, mentre al 3> da GTTRRRY (R = purina; Y = pirimidina). Tutti gli
elementi, inoltre, contengono, nella regione centrale, delle ulteriori sequenze

invertite ¢ ripetute, da cui dipende la diversa lunghezza degli stessi.



Rappresentazione schematica dell’integrone
di classe 1 e delle modalita di inserimento
delle cassette geniche
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L’integrazione delle cassette geniche avviene attraverso un meccanismo di
ricombinazione sito specifico, molto conservato; ’integrasi catalizza un unico
evento di cross-over tra l'elemento di 59 bp della cassetta circolare e il sito attl.
L’integrasi inoltre, media anche Pexcisione delle cassette = dall’integrone
ricircolarizzandole (Recchia and Hall, 1995). Il sistema integrone-cassetta
funziona, quindi, come un modello di clonazione ed espressione in grado di
creare nuovi arrangiamenti genici molto diversi in plasmidi ed in cromosomi
batterici Occasionalmente la ricombinazione pud avvenire tra tra il sito attC ed
un sito secondario non specifico, evento quest’ultimo molto importante che
determina |’acquisizione permanente di nuovi geni e la conseguente evoluzione
del genoma batterico. L’espressione delle cassette dipende dalla loro
localizzazione rispetto al promotore, in generale le prime cassette inserite
vengono espresse a piu alti livelli rispetto a quelle inserite distalmente (Collin
and Hall, 1995).

Pur non essendo mobili, gli integroni si trovano spesso associati ad IS
(Insertion Sequence), trasposoni e/o plasmidi coniugativi, che fungono da
veicoli per la trasmissione intra- ed inter-specie di materiale genico. (Rowe-
Magnus and Mazel, 1999).

Gli integroni di classe 1 sono spesso portati dal trasposone Tn2/, un membro
della famigiia Tn3, un gruppo di eiementi di DNA mobile ampiamente diffuso tra
1 batteri Gram-positivi e Gram-negativi (Martinez-Freijo et al., 1998).

Dal punto di vista epidemiologico, i batteri che possiedono integroni trovano
un vantaggio selettivo in ambienti in cui si fa largo uso di antibiotici, infatti,
vengono spesso riscontrati in ceppi isolati da pazienti con infezioni
ospedaliere; ma ¢ nota la capacitd degli integroni di mantenersi anche in
ambienti dove la presenza di antibiotici ¢ scarsa o nulla (Rowe-Magnus et
Mazel, 2001), come pure la persistenza al loro interno di cassette codificanti
resistenze per antibiotici ormai in disuso, quale ad esempio la streptomicina

(Maguire et al., 2001). E’stato riscontrato inoltre, che batteri portatori di



integroni sono spesso fenotipicamente resistenti ad antibiotici, 1 cui
determinanti genici non sono contenuti in cassette veicolate dagli integroni

stessi (White et al., 2001).

1.3 L'INURBAMENTO DELLA FAUNA AVIARE

¥
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urbano & costituito da una serie di microambienti capaci di attirare ¢
far sviluppare diverse specie di animali, tra cui un numero certamente alto di
uccelli.

Ricerche sulla composizione delle comunita ornitiche delle citta, composte da
specie cosiddette sinantrope, hanno dimostrato come le caratteristiche
dell'ambiente urbano, cio il tipo di attivita che si svolgono, lo stile e i materiali
dei fabbricati, la presenza di acque, la estensione del suolo libero o vegetato,
costituiscono un forte elemento selezionatore per gli uccelli. L'abbondanza in
specie nidificanti risulta cosi massima nelle aree periferiche, caratterizzate da
una forte variabilita ambientale, mentre nelle zone urbane piu centrali la
struttura delle comunita ornitiche & pi semplice e vi si mantengono solo
poche specie ubiquiste adattate a vivere sulla sterile crosta di materiali da
costruzione, spesso in modo commensale con I'uomo.

I fattori che favoriscono I'inurbamento sono differenti e comprendono la
possibilita di sfruttare vantaggi quali un microclima piu favorevole, minor
competizione per i siti di nidificazione, facili fonti di cibo, un insieme di
predatori piu semplice. Questi vantaggi si traducono in un risparmio di energia,
spendibile in altre attivita quali la riproduzione, che pud avere un successo
medio piu alto, oppure puod andare verso una dilatazione del numero di covate

annue.



Non tutte le specie ornitiche sono tuttavia adatte ad inurbarsi: deve esistere
un certo preadattamento che comprende caratteri quali la socialita, i
gregarismo, l'essere esplorativi, onnivori, avere un comportamento flessibile
che risponda velocemente all'apprendimento sociale, all'imitazione, alla
trasmissione culturale.

In particolare in Italia, il maggior impatto sulle strutture urbane proviene dal
Colombo e dallo Storno, ma il Gabbiano reale (Larus cachinnans michahellis)
e il Gabbiano comune (Larus ridibundus) sono in questo senso le specie
"emergenti".

11 fenomeno di inurbamento delle due specie & del tutto recente ed in continuo
aﬁmento, la loro presenza pertanto pud comportare tanto risvolti positivi che
negativi. Infatti possono venir utilizzati come indicatori biologici, cio¢ come
sentinelle sanitarie ambientali, nel primo caso; oppure possono avere
un'influenza negativa sulla salute umana veicolando zoonosi che sono malattie
infettive con eziologia virale, batterica, protozoaria, micotica o parassitaria,
naturalmente trasmissibili tra animali vertebrati e uomo; possono inoltre
provocare danni stradali, ambientali o artistici, ed essere fonte di disturbo per 1
rumore o l'aggressivita (Zucca, 1997; Ballarini, 1997).

La struttura corporea tipica di animale "generalista" (Fasola,1988) permette un
adattamento estremamente facile dei Gabbiano reaie mediterraneo a diverse
condizioni ambientali ed alimentari, specialmente nelle aree urbane,
configurandosi pertanto come specie sinantropa.

Negli ultimi quindici anni si € verificato un notevole incremento numerico della
specie in tutta I'Europa occidentale, soprattutto in Francia ed in Spagna. In
Italia, nei primi anni '80, sono stati segnalati rari casi di insediamento urbano,
n¢1 porto di Sanremo, a Genova, a Roma e a Napoli. Ma il primo vero centro di
nidificazione del Gabbiano reale, documentato nel 1987 (Dilena, 1989), ¢
risultato la citta di Trieste, per alcune particolarita di carattere edilizio, o pil

generalmente urbanistico, riscontrabili nei tetti piatti con copertura in ciottoli e
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un migliaio di unitd, dovuto a fattori di diversa natura, tra cui I'abbondanza di
cibo, la scarsa presenza di predatori, I'idoneitd dei siti riproduttivi, ed una
spiccata adattabilita della specie.

Nel Friuli Venezia Giulia, peraltro, il Gabbiano reale risulta localizzato come
nidificante in colonie, spesso numerose, negli ambienti umidi delle lagune di

Grado e Marano.

Esemplare adulto di Gabbiano reale in competizione alimentare con

dei piccioni.

Nel corso degli anni si ¢ verificato un graduale adattamento, da un punto di
vista comportamentale, dei gabbiani "cittadini", che hanno diversificato i propri
siti di nidificazione, utilizzando anche semplici tetti piatti, con copertura di
cemento, e tetti in tegole.

Conseguentemente, si sono riscontrati dei fenomeni di diversificazione nella
ricerca e sfruttamento di fonti alimentari, individuate nei cassonetti delle

immondizie, nelle pescherie, € nelle fonti volontarie di cibo per animali randagi.
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Conseguentemente, si sono riscontrati dei fenomeni di diversificazione nella
ricerca ¢ sfruttamento di fonti alimentari, individuate nei cassonetti delle
immondizie, nelle pescherie, e nelle fonti volontarie di cibo per animali randagi.
Da una parte questo adattamento & risultato fonte di conflittualitd fra specie
animali diverse, come fra gabbiano e gatto, o gabbiano e piccione,
accompagnati da fenomeni di predazione inter-specifica. Dall'altro il fenomeno
ha inevitabilmente portato anche ad un'intima compresenza e confidenza con
'uomo.

I gabbiani hanno pure sviluppato una tecnica di volo singolare che permette
loro di districarsi agevolmente del groviglio di fili che corre al di sopra delle
strade cittadine; si & notato pure un fenomeno di assuefazione ai rumori del
traffico ed un aumento di aggressivita nei confronti di chi, uomo compreso,
minaccia il loro nido (Zucca, 1998).

L'assenza quasi totale di predatori, la presenza di un numero elevato di siti di
nidificazione, 1'assenza di disturbo antropico, la notevole diponibilita di cibo a
poca distanza dai nidi, sono tutti fattori che contribuiscono a favorire il
successo riproduttivo del Gabbiano reale nidificante in citta, rispetto a quello
delle aree extra-urbane tipiche, quali lagune e zone umide. La sinantropia del
Gabbiano reale comporta tuttavia dei risvolti negativi. Accanto all'azione di
degrado delle strutture urbane, edifici ¢ monumenti, causato dalla componente
acida del guano che attacca vistosamente le pietre calcaree, accanto alle
possibili conseguenze di un'aumentata aggressivita nei confronti di uomini e
animali e alla competizione con altri uccelli marini appartenenti alle famiglie
Laridae, Sternidae e Anatidae, bisogna considerare il rischio di zoonosi, ossia
il possibile ruolo del gabbiano come portatore e veicolo di infezioni all'uomo
attraverso 1l contatto diretto o per contaminazione orofecale delle acque e delle

vivande, contemporaneamente a forme di antibiotico resistenza trasmissibili .
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2 SCOPO DELLA RICERCA

1l vasto areale della specie Larus cachinnans michahellis, capace di ricoprire
distanze molto elevate, ¢ la conseguente interazione con vari ambienti, hanno
suggerito 1’ipotesi che i gabbiani possano fungere da indicatori biologici in un
rhonitoraggio ambientale. Le loro deiezioni, a tal scopo, possono rivestire un
significativo ruolo nella disseminazione di agenti patogeni o, ancora piu
subdolamente, contribuire alla diffusione deil’antibiotico resistenza in
ambiente urbano e rurale.

Questo studio si & indirizzato alla ricerca, nel materiale cloacale dei giovani
individui di Gabbiano reale mediterraneo, della flora microbica patogena per
I'vomo, in particolare Enterobatteri quali Salmonelia ed Escherichia coli O157.
Alcuni autori, infatti, soprattutto in Gran Bretagna, Germania e Turchia, hanno
gia segnalato una contaminazione dell'ambiente e dell'uomo, rilevando nei
gabbiani le stesse Salmonelle responsabili dell’epidemie descritte (Fenlon,
1981; Butterfield, 1983; Coulson, 1983, Monaghan, 1986).

In questo studio, inoltre, si & indagato sulla flora microbica saprofita, ritenuta
una riserva di geni di resistenza trasmissibili. Essa viene considerata un ottimo
indicatore della pressione selettiva effettuata dagli antibiotici in una
popolazione batterica, soprattutto per il problema delle resistenze nei batteri
patogeni. A tale scopo su ogni ceppo isolato, & stata valutata I'antibiotico
resistenza ad antibiotici appartenenti a diverse classi chimiche, in uso nella
pratica medica ed ospedaliera. Infine sono stati approfonditi alcuni meccanismi
coinvolti nel fenomeno dell’antibiotico resistenza, concentrando 1’attenzione
sugli integroni, che rappresentano degli elementi genetici, scoperti da alcuni

anni, coinvolti nella trasmissione genica orizzontale.
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3 MATERIALI E METODI
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3.1 PROCEDURE DI CAMPIONAMENTO ED IDENTIFICAZIONE

I prelievi del materiale cloacale sono stati eseguiti su 102 pulli € giovani
esemplari di Larus cachinnans michahellis nella riserva naturale di Val
Cavanata (Gorizia), ambiente prettamente lagunare, habitat e sito naturale di
nidificazione della specie in questione. I mesi di maggio e giugno, degli anni
2000 e 2001, sono stati scelti per effetture il campionamento in quanto
corrispondenti al periodo della schiusa delle uova e la conseguente facilita di

reperire individui giovani ed ancora inetti al volo.

Esemplare di pullo di gabbiano (Val Cavanata, maggio 2001)

Per prelevare il materiale cloacale sono stati utilizzati i “tubi di venturi”, dei

sottili applicatori in legno avvolti da cotone idrofilo sterile che, dopo 1’uso
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venivano conservati, per un massimo di quattro ore, in provette contenenti
terreno di trasporto in agar semisolido.

Ogni prelievo & stato seminato su diversi terreni di coltura di arricchimento e
selettivi quali LB, CLED, MacConkey, Selenite brodo, SS, MSA, M-
eiterococcus (Difco), incubati a 37°C overnight. Le colonie cresciute sui
terreni sono state subcoltivate e sottoposte a dei successivi saggi di
identificazione quali la colorazione di Gram, test catalasi, ossidasi, ureasi ed
alle gallerie identificative multitest API 20E, API ID32STAPH, APISTREPTO
(BioMerieux).

Per evitare dei duplicati, solo un isolato di ciascuna specie € stato raccolto per
ciascun campione. Tutti i ceppi identificati sono stati catalogati in base
all’anno del campionamento, all’identificativo del tampone cloacale eseguito e
alla specie identificata (es. 00/1E.coli).

E’stato allestito un ceppario delle colture batteriche isolate, opportunamente

conservate in boccettini contenenti terreno Heart Infusion in agar semisolido.

3.2 SCREENING DELL’ANTIBIOTICO RESISTENZA

Tutti i ceppi identificati sono stati sottoposti al test di suscettibilita agli
antibiotici, utilizzando la tecnica di Kirby-Bauer, seguendo le direttive del
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2000-2001). Le
sospensioni batteriche equiparabili allo standard 0.5 MacFarland sono state
inoculate su terreno Mueller-Hinton (Oxoid) dove sono stati successivamente
aggiunti i dischetti antibiotati da saggiare. Dopo I’incubazione a 37°C
overnight sono stati misurati i diametri degli aloni di inibizione ed assegnate ai
ceppi saggiati, in base alle tabelle ufficiali, le caratteristiche di resistenza,

sensibilita o valore intermedio di resistenza.
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Tabella 3.2.1 Antibiotici utilizzati e relativi parametri standard

(NCCLS, 2001)

ANTIBIOTICI GENERI ROJ 19 S@
in mm in mm |in mm
Enterobatteriaceae <=13 14-16 >=17
AMP 10pg Ampicillina Staphylococcus <=128 >=29
Enterococcus <= 16 >= 17
CHL 30ug Cloramfenicolo Enterobatteriaceae <=12 13-17 >= 18
CIP 5ug Ciprofloxacina Entercbatteriaceae <=15 16-20 >=121
ERY 15ug Eritromicina Staphylococcus <=15 16-20 >=21
GEN 10pg Gentamicina Enterobatteriaceae <= 12 13-14 >= 15
GEN 120 pg Enterococcus <=6 7-9 >= 10
MET 5pg Meticillina Staphylococcus =9 10-13 >= 14
NAL 30pg Ac. Nalidixico Enterobatteriaceae <=13 14-18 >=19
SAM 20pg Amp.- sulbactam Enterobatteriaceae <=11 12-14 >=15
STR 10pg Streptomicina Enterobatteriaceae <= 11 12-14 >=15
STR 300 pg Enterococcus <=6 7-9
- : <= 10
SXT 25 ng Co-trimoxazolo Enterobatteriaceae <= 10 11-15 >= 16
TEC 30ug Teicoplanina Enterococcus <= 10 11-13 >= 14
TET 30pg Tetraciclina Enterobatteriaceae <= 14 15-18 >= 19
VAN 30ug Vancomicina Enterococcus <= 14 15-16 >=17

Quale controllo di qualitd, ad ogni saggio sono stati aggiunti i ceppi di

riferimento ATCC  Escherichia coli 25922, Escherichia coli 35218,
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Enterococcus faecalis 29212, Staphylococcus aureus 43300, Staphylococcus
aureus 29213. '
Gli antibiotici saggiati appartengono alle varie classi chimiche e risultano di

prevalente impiego clinico.

3.3 ESTRAZIONE DEL DNA GENOMICO

Le colture overnight di Enterobatteriacee, in un volume di 5 ml, sono state
centrifugate (15> a 3000 xg), lavate con TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 5 mM pH
8)e ricentrifugate (3> a 10000 xg). I pellet sono stati risospesi in 675 pl di TE ed
incubati per 60* a 37°C con lisozima (1 mg/ml). Sono stati poi aggiunti
Proteinasi K (50pug/ml) ed SDS (0.5%) in incubazione a 55°C per 3 ore, seguite
da tre estrazioni con Fenolo e Fenolo-Cloroformio-Alcool Isoamilico (25:24:1).
La precipitazione del DNA ¢& stata ottenuta con ’aggiunta di NaCl 0.25M ed
Alcool etilico assoluto (2 volumi). Dopo un’ulteriore centrifugazione (3’ a 9000
xg), gli estratti di DNA sono stati risospesi in 100 pl di TE (Tris-HC] 10mM,
EDTA 1mM pHS) e digeriti a 37°C con 100 unita di RNAsi T1 (Boehringer-
Mannheim, Italia). I DNA genomico ¢ stato controllato e quantificato in
elettroforesi utilizzando gel di agarosio allo 0.8% in TAE ( Tris-acetato 40mM,
EDTA 2mM, pHS).

3.4 ESTRAZIONE DEL DNA PLASMIDICO

Le colture overnight di Enterobatteriacee, in un volume di 5 ml, sono state
centrifugate (15 a 3000 xg), lavate con TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 5 mM pH
8)e ricentrifugate (3’ a 10000 xg). I pellet sono stati risospesi in 500 w di TE ed
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incubati per 60° a 37°C con lisozima (1 mg/ml). Sono stati poi aggiunti 400 wl di
(SDS 1%, NaOH 0.2 N) e 300 pl di K-acetato 3M pH 4.8 in incubazione
overnight a —20°C. Il tutto ¢ stato successivamente centrifugato a freddo per
30° a 15000 xg. Sono seguite tre estrazioni con Fenolo e Fenolo-Cloroformio-
Alcool Isoamilico (25:24:1).

La precipitazione del DNA ¢ stata ottenuta con I’aggiunta di NaCl 0.25M ed
Alcool etilico assoluto (2 volumi). Dopo un’ulteriore centrifugazione (3’ a 9000
xg), ed un lavaggio del pellet con Alcool etilico 70°, gli estratti di DNA
plasmidico sono stati risospesi in 40 pl di TE (Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM pH
8) e digeriti a 37°C con 100 unita di RNAsi T1 (Boehringer-Mannheim, Italia).

Il DNA plasmidico ¢ stato controllato e quantificato in elettroforesi utilizzando

gel di agarosio allo 0.8% in TAE ( Tris-acetato 40mM, EDTA 2mM, pH 8).

3.5 PREPARAZIONE DELLA SONDA intl1

L:a sonda intl1, marcata con digossigenina, € costituita da 250 pb e riconosce
una sequenza interna al gene intl1, codificante I’integrasi di classe 1, presente
nel segmento 5°CS dell’integrone. E’ stata ottenuta mediante una reazione di
amplificazione genica utilizzando il plasmide R46 in cui ¢ presente il gene di
interesse (Martinez-Freijo et al., 1999).

I primer utilizzati hanno le seguenti sequenze:

Int2-for  5°- TCTCGGGTAACATCAAGG - 3” (Martinez-Freijo et al., 1998)
Int2-rev  5°- TGGCTTCAGGAGATCGGA - 3’ (Gombac et al., 2002)

Miscela di reazione :

- 10 mM Tris-HCI pH 8

- 50 mM KCl

- 200 uM dATP, dGTP, dCTP (Boehringer-Mannheim, Italia)

- 130 uM dTTP (Boehringer-Mannheim, Italia)
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- 70 uM digossigenina-11- dUTP (Boehringer-Mannheim, Italia)
- 0.5 uM primer Int2-for, Int2-rev
- 2.5 U AmpliTagq DNA polimerasi (Boehringer-Mannheim, Italia)
- 1.5 mM MgCl,
- 100 ng DNA stampo
- H,0 deionizzata sterile a 100 ! finali
Condizioni di amplificazione:
3’a9%4°C
35ciclidi: 1’2 94°C
1’as55°C
1’a72°C
5’a72°C
La sonda ¢ stata purificata mediante passaggio su colonnina Microspin S-400
HR (Amersham Pharmacia Biotech), controllata e quantificata in elettroforesi,

verificando in seguito la marcatura e I’efficienza di ibridazione.

3.6 RICERCA DEL GENE infI1 MEDIANTE DOT BLOT

IL DNA genomico, estratto dai ceppi di Enterobatteri e denaturato a 94°C per
10°, & stato deposto in quantita di 200 ng, su una membrana di nylon (Hybond
N+ - Amersham Pharmacia Biotech) e fissato agli UV per 4°. La preibridazione ¢
I’ibridazione con la sonda IntIl, denaturata per 5° a 95°C, nel tampone di
ibridazione (NaCl 1.5M, Na-citrato 150 mM, Blocking reagent 1% e N-lauroil
sarcosina) sono state condotte alla temperatura di 64°C, rispettivamente per
120’ ed overnight. Dopo i lavaggi di stringenza con SSC (NaCl 0.3M, Na-
citrato 30 mM, pH7) ed SDS 0.1% alla temperatura di ibridazione e

I’incubazione con ’anticorpo coniugato Anti-Digoxigenin-AP-Fab fragments
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(Boehringer-Mannheim, Italia), la reazione colorimetrica indotta dalla presenza
di di X-fosfato (5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato) 174 mg/ml ed NBT (Cloruro di
nitroblu tetrazolio) 335 mg/ml (Boehringer-Mannheim, Italia) ha evidenziato la
presenza di precipitati in corrispondenza degli spot appartenenti ai ceppi

positivi per il gene dell’integrasi di classe 1.

3.7 AMPLIFICAZIONE DELLA REGIONE VARIABILE DEGLI INTEGRONI
i DI CLASSE 1

Gli integroni di classel possiedono due estremita conservate denominate 5°CS
e 3’CS immediatamente fiancheggianti la regione variabile dell’integrone,
costituita da una o piu cassette geniche. Ai fini di evidenziare la loro presenza
sono stati utilizzati due primer complementari alla regione conservata
(Lévesque et al., 1995):

5°CS  5- GGCATCCAACGAGCAAG-3

3’CS  5- AAGCAGACTTGACCTGA - 3’

Miscela di reazione :

- 10 mM Tris-HCI pH 8

-50 mM KCl

- 200 uM dATP, dGTP, dCTP, dTTP (Boehringer-Mannheim, Italia)

- 0.5 uM primer 5°CS, 3°CS

- 2.5 U AmpliTaq (Perkin Elmer)

- 1.5 mM Mg(Cl,

- 100 ng DNA dell’isolato da analizzare

- H,0 deionizzata sterile a 100 ul finali

Condizioni di amplificazione:
4’ a94°C
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30ciclidi: I’a94°C
1”a60°C
- 5’ a72°C con incremento di 5” ad ogni ciclo

10> a72°C

3.8 TIPIZZAZIONE MOLECOLARE DEI CEPPI:

3.8.1 TEST DIDIENES

Un massimo di 7 ceppi di Proteus sp. vengono strisciati sulla superficie del
terreno LB, solidificato in una capsula Petri. Dopo I’incubazione a 37°C per
24h, vengono confrontati ed interpretati gli aloni di sciamaggio dei singoli
geppi nei confronti dei ceppi cresciuti vicini. Aloni compenetranti tra loro sono
indice di identita dei ceppi, aloni marcatamente distinguibili tra loro perché

interrotti da una linea di demarcazione indicano la loro diversita (Pfaller et al,

2000).

3.8.2 ANALISI DI MACRORESTRIZIONE (PFGE)

La colture overnight. di Enterobatteri, in un volume di 500 ul di brodo LB, sono
state centrifugate (3° a 10000xg), lavate con H,0 deionizzata sterile,
ricentrifugate e risospese in 200 ul di PIV (Tris-HCI 10mM, NaCl 1M, pH 7.6).
Dopo aver aggiunto 200 ul di agarosio low melting al 2%, sono stati formati dei
blocchetti del volume di 20 ul. Successivamente alla loro solidificazione, i
blocchetti sono stati trattati con lisozima 0.5 mg/ml in presenza di EDTA 0.5M,

pH8 e Sarcosyl 1%, alla temperatura di 37°C per 3h. Dopo 3 lavaggi in H,0, allo
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stesso tampone ¢ stata aggiunta la Proteinasi K 500 mg/ml alla temperatura di
55°C ed incubata overnight.

Sono seguiti 10 lavaggi con TE prima di procedere alla digestione con I’enzima
di restrizione Xbal (Boehringer-Mannheim, Italia) (20U/blocchetto), e all’
elettroforesi in campo pulsato che si ¢ protratta per 22h alla temperatura di
14°C, impulso iniziale di 2”, impulso finale di 357, angolo di 120°, 6V/cm. A
seguire la colorazione in EtBr 1 pg/ml per 1h e la visualizzazione agli UV della

separazione elettroforetica.

3.9 LOCALIZZAZIONE DEGLI INTEGRONI DI CLASSE 1 :

3.9.1 SOUTHERN BLOTTING DEGLI ESTRATTI DI DNA CROMOSOMICO
E PLASMIDICO

Gli estratti di DNA genomico e plasmidico, appartenente ai ceppi di
Enterobatteri risultati integrasi positivi, sono stati separati in elettroforesi, in
un gel allo 0.8% in TAE ( Tris-acetato 40mM, EDTA 2mM, pH 8) a 1.5V/em, a
4°C, overnight. Queste condizioni consentono di separare efficacemente DNA
plasmidico ad alto peso molecolare.

Dopo la colorazione in EtBr (1ug/ml) e la verifica della migrazione dei campioni
di DNA, ¢ stata effettuata la depurinazione del gel immergendolo per 20’ in HCI
0.25N, successivamente la denaturazione del DNA in una soluzione
contenente NaOH 0.5M e NaCl 1.5M, seguita dalla neutralizzazione con Tris-
HCI 0.5M pH7.5 ¢ NaCl 3M. Dopo questi trattamenti il DNA dal gel ¢ stato
trasferito per capillarita sulla membrana di nylon Hybond N+ (Amersham

Pharmacia Biotech) ¢ fissato overnight alla temperatura di 68°C.



La preibridazione e I’ibridazione con la sonda Int/1, denaturata per 5’ a 95°C,
nel tampone di ibridazione (NaCl 1.5M, Na-citrato 150’ mM, Blocking reagent
1% e N-lauroil sarcosina) sono state condotte alla temperatura di 64°C,
rispettivamente per 120’ed overnight. Dopo i lavaggi di stringenza con SSC
(NaCl 0.3M, Na-citrato 30 mM, pH 7) ed SDS 0.1% effettuati alla temperatura di
ibridazione e I’incubazione con I’anticorpo coniugato Anti-Digoxigenin-AP-
Fab fragments (Boehringer-Mannheim, Italia) la reazione colorimetrica indotta
dalla presenza di X-fosfato (5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato) 174 mg/ml ed
NBT (Cloruro di nitroblu tetrazolio) 335 mg/ml (Boehringer-Mannheim, Italia)
ha evidenziato la presenza di precipitati in corrispondenza delle bande di DNA
plasmidico o cromosomico appartenenti ai ceppi positivi per il gene

dell’integrasi di classe 1.

3.9.2 PFGE DEI CEPPI DIGERITI CON I-Ceul

Ogni blocchetto, contenente [’estratto del DNA genomico dei ceppi di
Enterobatteri portatori di integroni di classe 1, & stato digerito con 20U
dell’enzima I-Ceul (New England Biolabs,Inc.), a 37°C e 3h di incubazione,
seguita dal trattamento per 15° a 55°C con proteinasi K 200 g in tampone ESP
(EDTA 0.5M, Sarcosyl 1% e Proteinasi K Img/ml, pH8) e da due lavaggi in
TBE (90 mM Tris-borato, 2 mM EDTA pH 8).

Dopo la liquefazione, i blocchetti sono stati caricati nel gel di agarosio all’ 1%
in presenza del tampone TBE. L’elettroforesi in campo pulsato € stata protratta
per 22h, alla temperatura di 14°C, con impulso iniziale di 60” e finale di 1207,
6V/cm ed angolo di 120°.

Dopo la colorazione in EtBr 1ug/ml e la visualizzazione delle bande di DNA

digerito, sono state eseguite le procedure del Southern Blotting seguite



dall’ibridazione con la sonda Intll1. Successivamente la membrana ¢ stata
trattata con N-N-dimetilformamide, la sonda utilizzata denaturata in presenza di
SDS 1% ed NaOH 02 M, per essere nuovamente ibridata con la sonda
r{botyping che evidenzia le copie della subunita 23S di rDNA digerito
dall’enzima /-Ceul (Shin-ei et al.,2000).

3.9.3 PREPARAZIONE DELLA SONDA RIBOTYPING

La sonda ribotyping & stata ottenuta con il metodo del random priming
utilizzando come stampo una miscela di rRNA 16S e 23S, incorporando nel
fillmento di ¢DNA la digossigenina-11-dUTP attraverso I’azione della

trascrittasi inversa.

Miscela di reazione (20 pl):

- 1.5 pg di rRNA 16S e 23S di E.coli (Boehringer Mannheim, Italia)
- 0.1 mM dATP, dGTP, dCTP (Amersham Pharmacia Biotech)

- 0.064 mM dTTP (Amersham Pharmacia Biotech)

- 0.036 mM digossigenina-11-dUTP (Boehringer Mannheim, Italia)

- 0.5 mM della miscela di esanucleotidi (Boehringer Mannheim, Italia)

- 20U di Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Trascriptase (Gibco)

- 10 mM ditiotreitolo

- 3 mM MgCl,,

- 50 mM Tris-HCI pH 8.3

- 75 mM KCl.

La reazione ¢ stata incubata a 37°C overnight e successivamente bloccata

aggiungendo 2 pl di EDTA 0.2M pH 8.



La purificazione della sonda & stata eseguita per precipitazione, aggiungendo
2.5 ul di LiCl 4M e 75 ul di Etanolo assoluto e incubando alla temperatura di -
80°C per 30°. Dopo la centrifugazione a 12000xg per 15°, il pellet € stato lavato
con Etanolo 70% e risospeso in 50 ul di TE.

La sonda & stata successivamente sottoposta ai necessari controlli di

marcatura, efficienza e quantificazione.

3.10 SEQUENZIAMENTO

Per il sequenziamento degli integroni & stato utilizzato il programma Alfwin
Software Fragment Analyser (Amersham Pharmacia Biotech), ed i primer
3°’INT, 5°INT interni alla sequenza conservata 3°CS e 5°CS e il 5’DFR, interno al
gene dfrl7 (questa tesi).

3'INT  5°- GCTGTGAGCAATTATGTGC - 3’

5’INT 5’ - ATGGAGCAGCAACGATG -3’

5’DFR  5°-CTGAGAATTTCAATTTGGT - 3’

Miscela di reazione:
- 100 fmoli DNA stampo
2 pl (1,1mM dNTP, 0.2 ul Cy5-ddNTP- Amersham Pharmacia )

0.5 uM Primer

0.25 U Thermo sequenase 1 (Amersham Pharmacia Biotech)

0.85 pl Reaction Buffer (Amersham Pharmacia Biotech)

H,0 deionizzata sterile a 8 pl finali
Condizioni della reazione di sequenza:
5”7a95°C

30ciclidi: 30”a95°C
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30”7 a60°C
80”a 72°C

-.

I prodotti delle reazioni sono stati purificati mediante passaggio su colonnine
Microspin S-400 HR (Amersham Pharmacia Biotech). I campioni sono stati
denaturati per 2’ a 75°C ¢ caricati sul gel di poliacrilamide (1%), sottoposti alle
condizioni di voltaggio 1500 V, 60 mA, temperatura 55°C, 900’ durata della

migrazione, ed il programma Alfwin software Fragment Analyser (Amersham

Pharmacia Biotech).

Il processamento dei dati & stato eseguito con il programma Sequence

Analyser.
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4 RISULTATI E DISCUSSIONE



4.1 IDENTIFICAZIONE DEGLI ISOLATI BATTERICI

I prelievi di materiale cloacale sono stati effettuati nel maggio e giugno degli
anni 2000 e 2001, mesi della schiusa delle uova, con conseguente facilita di
reperire esemplari giovani ed ancora inetti al volo. Sono stati esaminati 102
tamponi cloacali (44 eseguiti nel 2000 e 58 nel 2001) della specie Larus
cachinnans michahellis, prelevati da soggetti di poche settimane di vita, nella
riserva naturale di Val Cavanata (Gorizia), ambiente prettamente lagunare,
habitat ¢ sito naturale di nidificazione della specie monitorata. Sono stati isolati
376 ceppi batterici, identificati con i classici test biochimici e sierologici, di cui

214 appartenenti al gruppo dei Gram-negativi e 162 ai Gram-positivi.

Tabella 4.1.1 Generi e specie batteriche identificate nei

campionamenti degli anni 2000 e 2001.

Genere o specie Anno 2000 Anno 2001  Totale ceppi
Enterococcus faecalis 44 57 101
Staphylococcus sp. 26 35 61
Escherichia coli 39 45 34
Proteus sp. 4 55 89
Klebsiella sp. 4 14 18
Salmonella sp. 8 9 17
Citrobacter sp. 6 0 6

La maggior parte dei ceppi isolati, ad eccezione delle Salmonelle, costituiscono
la normale flora batterica del tratto intestinale dei vertebrati. Su di essi & stata
saggiata [’antibiotico resistenza ai fini di valutare un quadro naturale della

comunita ornitica in oggetto. Le Salmonelle, che costituiscono dei patogeni

29



potenzialmente trasmissibili all’'uomo per contaminazione orofecale, sono state
isolate nel 17% dei tamponi cloacali esaminati. Questo dato appare piuttosto
allarmante e pone I’interrogativo, segnalato gia da alcuni autori, se i gabbiani
rappresentino un veicolo di diffusione di Salmonelle a causa delle loro abitudini
alimentari e del loro vasto areale. Negli anni 80 i gabbiani erano stati ritenuti
responsabili di epidemie nel bestiame, avendo contaminato con le loro feci
acque dolci e pascoli limitrofi agli allevamenti (Coulson et al, 1983).
Successivamente venne rilevata la presenza di Salmonelle in gabbiani durante
un’epidemia di salmonellosi in alcune cittadine della costa occidentale scozzese,
segnalando cosi ’effetto di una contaminazione ambientale (Monaghan, 1986).
Un altro studio (Six! et al., 1997) evidenzio una realta piu allarmante in Austria,
dove su 41 esemplari di Larus ridibundus esaminati, ben il 50% risultava essere
portatore di Salmonella typhimurium, multiresistente nei confronti di antibiotici
quali tetraciclina, co-trimoxazolo, ampicillina ed acido nalidixico. L’ipotesi del
gabbiano quale fattore nella diffusione dell’eziologia umana & stata messa in
discussione da altri autori (Girdwood et al., 1985) i quali, esaminando un
campione di circa seimila esemplari, hanno riscontrato la presenza del 7,8% di
Salmonelle solamente per un periodo di pochi giorni di permanenza
nell’intestino. Recentemente, 1’apporto di sofisticate tecniche di tipizzazione
batterica, quale la PFGE, hanno permesso di individuare dei ceppi di Salimonella
identici in alcuni uccelli diversi, tra cui passeri ed alcuni gabbiani e in animali
domestici, dimostrando 1’effettiva diffusione di questi contaminanti nei vari
ambienti (Thorbjorn, 2002).

Nonostante la maggior parte delle Salmonelle isolate in questo studio
appartenga al gruppo B (Tabelle 4.2.12-4.2.13) ¢é stata esclusa, con ulteriori
indagini, la presenza del gruppo DT104, multiresistente, responsabile di
infezioni letali nell’uomo. Non sottovalutando la potenzialita della trasmissione
di zoonosi, I’incidenza delle Salmonelle isolate dai gabbiani della Val Cavanata,

puo essere tuttavia giustificata dalla prossimita di discariche ed allevamenti di
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animali, fonte occasionale di cibo, e di conseguente scambio di Enterobatteri
comuni al tratto alimentare.

Oltre alle Salmonelle, il sierotipo Escherichia coli O15TH7, classificato come
enteroemorragico, rappresenta un patogeno per I’uomo veicolato anche dagli
uccelli (Wallace, 1997). Allo scopo di individuarne la presenza, con un test di
agglutinazione (E.coli O157 Test Kit, Oxoid) si ¢ ricercato il sierotipo

enteroemorragico, ma nessun ceppo esaminato € risultato positivo.

4.2 ANTIBIOTICO RESISTENZA

Su ogni ceppo batterico isolato & stata saggiata la suscettibilita ad una serie di
antibiotici, appartenenti a diverse classi chimiche e di uso prevalentemente
clinico. I risultati degli antibiogrammi, eseguiti con la tecnica di Kirby-Bauer,
hanno suscitato, in alcuni casi, un certo preoccupato interesse.

Per quanto riguarda I’antibiotico resistenza rilevata nei ceppi Gram-positivi
(Tabelle 42.1-42.5), in Enterococcus e in Staphylococcus, 1 valori si
mantengono al di sotto del 5%, con [Peccezione della resistenza alla
streptomicina per i ceppi di Enterococcus faecalis,e delle resistenze
all’eritromicina per i ceppi di Staphylococcus.

L’alta percentuale di resistenza alla streptomicina, in particolare, pone degli
interrogativi sui meccanismi di mantenimento dei relativi determinanti genici, in
quanto questo antibiotico, ormai sostituito, non risulta che venga

somministrato agli animali.
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Tabella 4.2.1 Antibiogrammi dei ceppi di Enterococcus faecalis nei
campionamenti dell’anno 2000.

CEPP1 AMP | VAN GEN | STR
00/1 E.faecalis

00/2 E.faecalis

00/3 E. faecalis

00/4 E.faecalis

00/5 E.faecalis

00/6 E.faecalis

00/7 E.faecalis

00/8 E.fnecalis

00/9 E.faecalis

00/10 E.faecalis
00/11 E.faecalis
00/12 E.faecalis
00/13 E.faecalis
00/14 E.faecalis
00/15 E.faecalis
00/16 E.faecalis
00/17 E.faecalis
00/18 E.faecalis
00/19 E.faecalis
00/20 E.faecalis
00/21 E.faecalis
00/22 E.faecalis
00/23 E.faecalis
00/24 E.faecalis
00/25 E.faecalis
00/26 E.faecalis
00/27 E.faecalis
00/28 E.faecalis
00/29 E.faecalis
00/30 E.faecalis
00/31 E.faecalis
00/32 E.faecalis
00/33 E. faecalis
00/34 E.faecalis
00/35 E.faecalis
00/36 E.faecalis
00/37 E.faecalis
00/38 E.faecalis
00/39 E.faecalis
00/40 E.faecalis
00/41 E.faecalis
00/42 E.faecalis
00/43 E.faecalis
00/44 E faecalis
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Tabella 4.2.2 Antibiogrammi dei ceppi di Enterococcus faecalis nei
campionamenti dell’anno 2001.

=
4

@]
mcnwmmmmwmmmmmmmmmwmmmmwmmmmwmmmmmwmmmwmmmmmwa

CEPPI GEN
01/1 E.faecalis

01/2 E.faecalis

01/3 E.faecalis

01/4 E faecalis

01/5 E.faecalis

01/6 E.faecalis

01/7 E.faecalis

01/8 E. faecalis

01/9 . faecalis

01/10 E. faecalis
01/11 E.faecalis
01/12 E.faecalis
01/14 E.faecalis
01/15 E.faecalis
01/16 E_faecalis
01/17 E.faecalis
01/18 E.faecalis
01/19 E.faecalis
01/20 E.faecalis
01/21 E.faecalis
01/22 E. faecalis
01/23 E.faecalis
01/24 E faecalis
01/25 E.faecalis
01/26 E.faecalis
01/27 E.faecalis
01/28 E.faecalis
01/29 E.faecalis
01/30 E. faecalis
01/31 E.faecalis
01/32 E.faecalis
01/33 E.faecalis
01/34 E.faecalis
01/35 E.faecalis
01/36 E.faecalis
01/37 E.faecalis
01/38 E.faecalis
01/39 E.faecalis
01/40 E.faecalis
01/41 E.faecalis
01/42 E.faecalis
01/43 E.faecalis
01/44 E faecalis
01/45 E.faecalis
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CEPP1

<
>
2

GEN | STR

2

01/46 E.faecalis

01/47 E.faecalis

01/48 E.faecalis

01/49 E.faecalis

01/50 E.faecalis

01/51 E. faecalis

01/52 E.faecalis

01/53 E.faecalis

01/54 E.faecalis

01/55 E.faecalis

01/56 E faecalis

01/57 E.faecalis

)1/58 F faecalis

>
mmmmmmmwmmwmw%

1920 Luu B Ll Il LB (728 L0 L0 158 (VL0 17,0 {48 1 /5]
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Tabella 4.2.3 Antibiogrammi dei ceppi di Staphylococcus nel

campionamento dell’anno 2000.

CEPPI

GEN

ERY

<
>
Z

o

™

00/1 S.epidermidis

00/3 S.aureus

00/4 S.sciuri

00/6 S.sciuri

00/12 S.sciuri

00/13 S.sciuri

00/15 S.simulans

00/17 S.sciuri

00/19 S.sciuri

00/23 S.sciuri

00/24 S.aureus

00/28 S.sciuri

00/29 S.simulans

00/30 S.simulans

00/31 S.sciuri

- 00/33 S.sciuri

00/34 S.sciuri

00/36 S.haemolitycus

00/37 S.aureus

00/38 S.sciuri.

00/39 S.sciuri

00/41 S.sciuri

00/42 S.lugdunensis

00/43 S.sciuri

00/44 S sciuri
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Tabella 4.2.4 Antibiogrammi dei ceppi di Staphylococcus nel

campionamento dell’anno 2001.

VANIC

P
-
a-!
=

CEPPI
01/2 S.simulans
01/3 S.sciuri

01/5 S.simulans
01/12 S.xylosus
01/14 S.simulans
01/17 S.sciuri
01/18 S.epidermidis
1/19 S.sciuri
01/20 S.xylosus
01/21 S.chromogenes
01/22 S.sciuri
01/23 S.sciuri
01/25 S.sciuri
01/27 S.sciuri
01/28 S.simulans
01/32 S.sciuri

1/33 S.epidermidis
01/34 S.sciuri

01/35 S.sciuri
01/36 S.xylosus
01/39 S.aureus
01/40 S.epidermidis
01/41 S.sciuri
01/42 S.aureus
01/43 S.simulans
1/44 S.sciuri
01/45 S.xylosus
01/46 S.sciuri
01/48 S.xylosus
01/49 S.simulans
01/51 S.simulans
01/51 S. sciuri
01/52 S.schieiferi
01/54 S.simulans
01/55 S.chromogenes
01/57 S.aureus

GEN

>
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Tabella 4.2.5 Antibiotico resistenze calcolate in Enterococcus faecalis e

Staphylococcus.
ANTIBIOTICO N° DI CEPPI ANTIBIOTICO N° DI CEPPI
RESISTENTI IN RESISTENTI IN
Enterococcus sp. Staphylococcus sp.
(n=101) (n=61)
STR 14 * 13,9% ERY 4 6,6%
SXT 5 49% CHL 3 49%
Ccrp 3 3% - TET 3 4%
AMP 0 AMP 0
GEN 0 CIp 0
TEC 0 GEN 0
VAN 0 MET 0
VAN 0

Per quanto riguarda i batteri Gram-negativi (Tabelle 4.2.6-4.2.14), i ceppi
appartenenti alla famiglia Enterobatteriaceae, hanno evidenziato percentuali
di resistenza decisamente molto elevate e, in alcuni casi, davvero allarmanti,
soprattutto nei confronti di alcuni antibiotici quali ampicillina, tetraciclina,
streptomicina ed acido nalidixico.

Confrontando i dati delle due campagne di monitoraggio, si ¢ notato un
generale aumento della resistenza in tutti i ceppi saggiati nei confronti di
numerosi antibiotici (Istogrammi 4.2.15). In particolare, i ceppi di Escherichia
coli nel secondo monitoraggio dimostravano una percentualé di resistenza
all’ampicillina dieci volte superiore ai dati dell’anno precedente e risultavano
raddoppiati i valori della resistenza alla tetraciclina, all’acido nalidixico,
triplicati quelli relativi alla streptomicina. Anche i ceppi di Proteus hanno
seguito lo stesso andamento, incrementando le resistenze nei confronti del
c_loramfenicolo ¢ del co-trimoxazolo, ma diminuendo altresi le resistenze relative

alla streptomicina, all’acido nalidixico, alla ciprofloxacina e alla gentamicina,
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pur mantenendo gli stessi valori riferiti all’ampicillina. I ceppi di Klebsiella nel
primo monitoraggio risultavano essere sensibili verso tutti gli antibiotici
saggiati, mentre 1’anno successivo era stata segnalata una percentuale di
ceppi resistenti compresa tra il 7% ed il 57%. In questo caso va ricordato i
numero di ceppi isolati nella prima campagna di monitoraggio, molto inferiore
rispetto alla seguente. Infine, per quanto riguarda i ceppi di Salmonella i loro
valori di resistenza sono rimasti costanti nel tempo. Va perd segnalata la
presenza di multiresistenza in circa il 35% dei ceppi isolati. Considerando i
genere Salmonella come patogeno significativo per 1’uomo, il dato emerso

risulta piuttosto importante.

-
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Tabella 4.2.6 Antibiogrammi dei ceppi di Escherichia coli nel

campionamento dell’anno 2000.

CEPPI |AMP GEN NAL|SAM
00/1 E.coli
00/2 E.coli
00/3 E.coli
00/4 E.coli
00/5 E.coli
00/6 E.coli
00/7 E.coli
00/8 E.coli
00/9 E.coli
00/10 E.coli
00/11 E.coli
00/12 E.coli
00/13 E.coli
- 00/14 E.coli
00/15 E.coli
00/16 E.coli
00/18 E.coli
00/19 E.coli
00/21 E.coli
00/22 E.coli
00/24 E.coli
00/25 E.coli
00/26 E.coli
00/27 E.coli
00/28 E.coli
00/29 E.coli
00/36 E.coli
00/31 E.coli
00/32 E.coli
00/33 E.coli
00/34 E.coli
00/35 E.coli
. 00/36 E.coli
00/37 E.coli
00/38 E.coli
00/39 E.coli
00/40 E.coli
00/41 E.coli
00/42 E.coli
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Tabella 4.2.7 Antibiogrammi dei ceppi di Escherichia coli nel

campionamento dell’anno 2001.

-~

CEPPI AMP GEN | CIP |NAL| SAM
01/1 E.coli

01/2 E.coli

01/4 E.coli

01/6 E.coli

01/7 E.coli

01/9 E.coli

01/10 E.coli
01/11 E.coli
01/12 E.coli
01/13 E.coli
01/14 E.coli
01/16 E.coli
01/17 E.coli
01/19 E.coli
01/20 E.coli
01/21 E.coli
01/22 E.coli
01/23 E.coli
01/26 E.coli
01/27 E.coli
01/28 E.coli
01/31 E.coli
01/32 E.coli
01/33 E.coli
01/35 E.coli
01/36 E.coli
01/37 E.coli
01/39 E.coli
01/40 E.coli
01/42 E.coli
01/43 E.coli
01/44 E.coli
01/45 E.coli
- 01/47 E.coli
01/48 E.coli
01/49 E.coli
01/50 E.coli
01/51 E.coli
01/52 E.coli
01/53 E.coli
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CEPPI __ [AMP| TET [CHL{STR | SXT| GEN| CIP |NAL| SAM
01/54 E.coli R S S I S S S S S
01/55 E.coli R R S I S S S S S
01/56 E.coli R S S | S S S S S
01/57 E.coli R R S I S S S R S
01/58 E.coli R S S I S S S S S

Tabella 4.2.8 Antibiogrammi dei ceppi di Proteus sp. nel

campionamento dell’anno 2000.

Z
>
=

CEPPI CHIL] STR | SXT| GEN
00/1 Proteus sp.

00/2 Proteus sp.

00/3  Proteus sp.

00/4 Proteus sp.

00/5 Proteus sp.

00/6 Proteus sp.

00/7 Proteus sp.

00/8 Proteus sp.

00/11 Proteus sp.
00/12 Proteus sp.
00/13 Proteus sp.
00/14 Proteus sp.
00/16 Proteus sp.
00/17 Proteus sp.
00/18 Proteus sp.
00/19 Proteus sp.
00/20 Proteus sp.
00/21 Proteus sp.
00/22 Proteus sp.
00/23 Proteus sp.
00/24 Proteus sp.
00/25 Proteus sp.
00/26 Proteus sp.
00/29 Proteus sp.
00/30 Proteus sp.
00/33 Proteus sp.
0/34 Proteus sp.
00/35 Proteus sp.
00/36 Proteus sp.
00/37 Proteus sp.
00/38 Proteus sp.
00/39 Proteus sp.
00/40 Proteus sp.
00/42 Proteus sp.
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Tabella 4.2.9 Antibiogrammi dei ceppi di Proteus sp. nel

campionamento dell’anno 2001

GEN |NAL| CIP

=
3

CEPPI CHL
01/1 Proteus sp.

01/2 Proteus sp.

01/3 Proteus sp.

01/4 Proteus sp.

01/5 Proteus sp.

01/6 Proteus sp.

01/7 Proteus sp.

01/8 Proteus sp.

01/9 Proteus sp.

01/10 Proteus sp.
01/11 Proteus sp.
01/12 Proteus sp.
01/13 Proteus sp.
01/14 Proteus sp.
01/15 Proteus sp.
01/16 Proteus sp.
01/17 Proteus sp.
01/19 Proteus sp.
01/20 Proteus sp.
01/21 Proteus sp.
01/22 Proteus sp.
01/23 Proteus sp.
01/24 Proteus sp.
01/25 Proteus sp.
01/26 Proteus sp.
01/27 Proteus sp.
01/28 Proteus sp.
01/29 Proteus sp.
01/30 Proteus sp.
01/32 Proteus sp.
01/33 Proteus sp.
01/34 Proteus sp.
01/35 Proteus sp.
01/36 Proteus sp.
01/37 Proteus sp.
- 01/38 Proteus sp.
01/39 Proteus sp.
01/40 Proteus sp.
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CEPPI AMP | TEX | CHL | STR| SXT | GEN |NAL|CIP
01/41 Proteus sp. S R S R I S S S
01/42 Proteus sp. S R S S S S S S
01/43 Proteus sp. S R S S S S S S
01/44 Proteus sp. S R R R R S R S
01/45 Proteus sp. S R S S S S S S
01/46 Proteus sp. MS R S R S S S S
01/47 Proteus sp. R R S R R R S S
01/49 Proteus sp. S R S R R S R S
01/50 Proteus sp. S R R R R S S S
01/51 Proteus sp. S R S S S S R S
01/52 Proteus sp. S R R S R S S S
01/53 Proteus sp. S R R I | R S S S
- 101/54 Proteus sp. S R R S R S S S
1/55 Proteus sp. R R 1 S S S S S
01/56 Proteus sp. S R 1 R S S S S
01/57 Proteus sp. MS R 1 S S S S S
01/58 Proteus sp. R R 1 S S S S S
Tabella 4.2.10 Antibiogrammi dei ceppi di Klebsiella sp.
campionamento dell’anno 2000.
- CEPPI AMP| TET |CHL]STR|SXT| GEN | NAL | CIP
00/15 Kleb.sp.]| R R S S S S S S
00/24 Klebsp | R R S S S S S S
00/42 Kleb.sp | R R S S S S S S
00/43 Kleb.sp| R R S S S S S S

nel
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Tabella 4.2.11 Antibiogrammi dei ceppi di Klebsiella sp. nel

campionamento dell’anno 2001.

CEPPI [AMP| TET | CHL| STR| SXT |GEN| NAL | CIP
01/1Klebsp] R | R} s | R S S S S
013 Klebsp | R | R| S S S S S S
01/5Klebsp] R ] R|] S | R| S S S S
01/6 Klebsp| R | R| S| s S S R S
01/8Kiebsp] R] R} s | R S S S S
01/15 Kleb.spl R | R] S | S S S S 3
01/18 Kieb.sp] R § R R | R S R S S
0129 Kleb.sp] R | R| S | S S S R S
0130 Klebspl R | R} S | R|] R N S S
01/53 Kleb.sp] R | R| R | R| S S S S
01/54 Kleb.sp] R | R| s | R | S S S S

01/55 Kleb.spl R | R| s | § S S S S
- 01/56 Klebsp] R | R| s | R | R | S S S
01/58 Klebspl R | R| s | S S S S 3

Tabella 4.2.12 Antibiogrammi dei ceppi di Salmonella sp. nel

campionamento dell’anno 2000.

5
Z
2
=

CEPP1 [AMP
00/1 gr B
00/9 or B
00/27 er B
00/28 or B
00/31 gr B
00/34 ar B
00/11 er C2
00/15 gr D
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Tabella 4.2.13 Antibiogrammi dei ceppi di Salmonella sp. nel

campionamento dell’anno 2001.

CEPPI__ |AMP, GEN
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Tabella 4.2.14 Antibiogrammi dei ceppi

campionamento dell’anno 2000.
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Istogrammi 4.2.15 Comparazione delle resistenze rilevate nelle due

campagne di monitoraggio nelle diverse specie batteriche isolate:

E.coli, Proteus sp., Klebsiella sp. e Salmonella sp.

40
% di resistenza
30

20

Ceppi di E.coli

AMP

SXT

CHL

-

| cip |

52000
§2001

]

mzopg| 23,2 20 154 7.7 | 2,8 [] [ [}
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Ceppi di Klebsiella sp.
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Le cause dell’aumento della prevalenza dell’antibiotico resistenza non sono al
momento facilmente individuabili. Considerando i soggetti monitorati, giovani
pulli ancora inetti al volo, e quindi incapaci di procurarsi il cibo in maniera
autonoma ed avulsi da trattamenti farmacologici, la loro flora batterica ha
risentito probabilmente del contatto con 1’ambiente circostante e dei rapporti
con gli adulti. Questi, nella ricerca di cibo attingono a fonti esterne all’oasi
naturale, alimentandosi nelle discariche o presso allevamenti ittici, distanti
anche alcuni chilometri dal loro sito di nidiﬁcazioné, venendo quindi
colonizzati da batteri divenuti resistenti agli antibiotici a causa del loro largo
impiego. Potrebbe altresi apparire quale aspetto di rilevante interesse in questo
contesto, la provata interazione della comunitd ornitica monitorata con la
colonia urbana suggerendo I’ipotesi di uno scambio di geni antibiotico
resistenti, frequente nelle Enterobatteriacee.

E ipotizzabile inoltre che a favorire tale fenomeno concorra anche il fiume
Isonzo, in cui vengono riversati scarichi industriali ed urbani. E’ noto che
elevate concentrazioni di metalli possono selezionare indirettamente
I’antibiotico resistenza. Per mezzo dello stesso veicolo ceppi antibiotico
resistenti di derivazione umana potrebbero defluire dal suo bacino,
comprendente zone popolate deli’Italia e della Slovenia, alla Val Cavanata, che
si trova nei pressi della foce.

Va fatto notare che per mantenere la colonizzazione dell’intestino nei gabbiani
con ceppi di Enterobacteriaceae antibiotico resistenti non & detta sia richiesta
alcuna particolare pressione selettiva. Si pud, quindi, supporre che la presenza
dei determinanti dell’antibiotico resistenza nel | genoma batterico non
costituisca un carico genetico tale da impedire che ceppi resistenti e sensibili
coesistano in equilibrio tra loro.

L’antibiotico resistenza riscontranta nella comunita ornitica pud, sotto questa

luce, essere interpretata quale riflesso di una contaminazione ambientale da
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antibiotici, ricordando il loro uso e talvolta ’abuso, in agraria e zootecnia, oltre
all’impiego terapeutico.

A questo proposito, i dati osservati nei ceppi di provenienza aviare, sono stati
confrontati con quelli rilevati in ambiente nosocomiale ed ambulatoriale. A tal
scopo, si riportano alcuni esempi della frequenza di antibiotico resistenze tratte
dagli archivi storici del Laboratorio di ricerche cliniche dell’Ospedale di

Cattinara (Trieste).
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I grafici riportano per ogni trimestre ({alla fine del 1995 alla fine del 2002 la
percentuale di batteri antibiotico resistenti separatamente per gli isolamenti da
infezioni in pazienti ambulatoriali e ricoverati. Nei sette anni esaminati sono
state prese In considerazione varie migliaia di ceppi batterici. 1 dati
complessivamente indicano una maggior frequenza di ceppi batterici antibiotico
resistenti tra i ceppi isolati da pazienti ricoverati, il che viene in generale

considerata una conseguenza del pil massiccio impiego di antibiotici in



ospedale rispetto al territorio. E’ inoltre evidente in ogni caso con un’unica
eccezione un leggero ma progressivo aumento della percentuale di antibiotico
resistenza nel tempo. L’eccezione & rappresentata dai dati relativi alla resistenza
al trimetoprim dei ceppi di Proteus sp. isolati da pazienti ambulatoriali. In tutti gli
altri casi ’analisi della regressione, di cui sono riportati nel grafico i parametri
della retta, indica una significativa tendenza all’aumento nel tempo del
fenomeno.

L’analisi relativa ai dati ornitici non pud essere tuttavia un’indicazione della
tendenza all’aumento del fenomeno nei due anni considerati, soprattutto per 1

numero di campionamenti piti contenuto.
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- 4.3 RICERCA DI INTEGRONI DI CLASSE 1

La presenza degli integroni di classe 1, che costituiscono degli importanti
veicoli di trasmissione genica orizzontale tra i batteri, ¢ stata ricercata, in tutti
214 ceppi di Enterobatteri isolati dai pulli della specie Larus cachinnans
michahellis, con la tecnica del dot blot, utilizzando una sonda di 250 pb,
marcata con digossigenina, specifica per il gene intl1, codificante 1’integrasi di
classe 1.

25 ceppi di cui 13 su 89 ceppi di Proteus ,8 su 84 ceppi di Escherichia colie 4
su 18 ceppi di Klebsiella hanno evidenziato la presenza di integrasi di classe
1. Nessuno dei 17 ceppi di Salmonella e dei 6 ceppi di Citrobacter esaminati
sono risultati positivi allo screening.

La distribuzione dei ceppi integrasi positivi nelle specie identificate risulta
essere statisticamente non eterogenea, inoltre questi ceppi evidenziano un
fenotipo multiresistente (Tabella 4.3.2 ). A questo proposito la presenza
dell’integrasi di classe 1, nei ceppi di E.coli, correla con la resistenza alla
streptomicina, al co-trimoxazolo, alla tetraciclina, alla ciprofloxacina e al
cloramfenicolo, icui determinanti genici potrebbero essere portati da cassette
geniche inserite negli integroni, ma anche con la resistenza all'acido nalidixico,
i cui determinanti sono probabilmente di altra natura. Nei ceppi di Proteus la
correlazione risulta statisticamente significativa con la resistenza alla
streptomicina e alla gentamicina, mentre nei ceppi di Klebsiella solamente con
la resistenza alla streptomicina (p<=0.001, test X’ con correzione di Yates)

(Tabella 4.3.1).
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Tabella 4.3.1 Correlazione tra antibiotico resistenza e presenza

dellintegrasi di classe 1 negli Enterobatteri della specie Larus c.m.

igwANTIB Résistéhti/totaleug T ‘i};?;[::fz;;tlltotale o esnstentlltotale :
i-f ceppi di E.coli . ceppi di Proteus sp. uceppl di Klebsiella sp. ‘;
i llt+ It- P iIntt Int- P i+ Int- P |
STR 17/8 31/76 003 £13/13 36/76 0.001 "
SXT _"'7/8 0/76 <0001 ;*12/13 44/76 NS
6/8 _13/76 OOQI - 9/13 25/76 JO 03 NS
2076 001 1313 76776 NS |44 414 NS
2 NS [ 313 1876 NS 44 1414 NS
06 0 001 0/76 NS :2/4  0/14 NS
8 276 Ns T3 0776 <0001 | 1/4 0/11

Int+/ - = ceppi integrasi positivi/negativi

P =significativita statistica dell’associazione Resistenza/Presenza dell’integrasi

di classe 1 (Test X* con correzione di Yates).

I1 DNA di tutti i ceppi positivi al dot blot ¢& stato successivamente amplificato

con una coppia di primer specifici per i segmenti 5'CS e 3'CS immediatamente

fiancheggianti la regione variabile, al fine di determinare la dimensione della

regione dell'integrone risultata dall'inserimento delle diverse cassette. Due

ceppi, precisamente una Klebsiella ed un Escherichia coli sono risultati

portatori di integroni apparentemente vuoti, mentre tutti gli altri hanno

evidenziato inserti dalle dimensioni \}ériabili tra 500 e 4800 bp. Va notato inoltre

che 5 ceppi presentano ciascuno due integroni di diversa dimensione e 13

inserti, appartenenti a 9 Proteus |,

grandezza corrispondente a 1600 bp (Tabella 4.3.2).

3 E.coli e 1 Klebsiella, evidenziano una

52



Tabella 4.3.2 Dimensioni degli amplificati e profilo di antibiotico

resistenza dei ceppi isolati dalla specie Larus cachinnans michahellis.

CEPP1 5'CS - 3'CS |AMP| TET | CHL| STR] SXT | SAM| NAL | CIP | GEN
00/29 Proteus sp. 4800 pb SIR|R|R]JRIS|R|S S
00/1 Proteus sp. 2300 pb SIR|]S|R|R]S|]R|S S
01/23 E.coli 200pp |R|/R|JR|JR|JRJI|R|TI]S
01/27 E.coli 1700 pb* RIR}|S|RIR|]S|IRJR|R
01/26 E.coli 1700 pb* R{R}|]R|JR|JRJ|JIT]S|[S]|S
01/52 E.coli 1600*pb | T{R|S|{R|IR|S|{S|S]|S
01/54 E.coli 1600* pb R|{R|S|R|R|S|R|S S
01/30 Klebsiella sp. 1600* pb R|IR|S|R|R]|S|]S|S S
01/15 Proteus sp. 1600* pb SIR|R|R|R}| S|R|S S
01/44 Proteus sp. 1600* pb SI{IR|IR|R|]RJ}]S|]RI|S S
01/20 E.coli 1600* pb R R S R R R R R S
00/33 Proteus sp. 1600~ pb SIR|IS]IR|IR|S|SJ|IS]R
01/39 Proteus sp. 1600” pb SIRI{R|R]J]R]|]S}|S}|SJ|R
00/40 Proteus sp. 1600" pb SITR|S}JRIS S| S|S{R
00/18 Proteus sp. 1100, 1600~ pbl R | R SIR|IR}JR}IR|S R
01/14 Proteus sp. 1100, 1600~pbl R | R { S} R{ R ] T I R} S| R
01/25 Proteus sp. 11100, 1600~ pb]l R | R | I [ R R} T | R | T | R
00/26 Proteus sp. | 800,1600pb | S| R | S| R|{ R | S| R|S|R
00/25 Proteus sp. 1000°pb SITR|I]R}IR{R]|]S}|S}|S S
01/53 Klebsiella sp. 1000° pb RIR|IR|R|S|S|]S]|S|[S
01/18 Klebsiellasp. | 500, 700pb | R | R ] R ] R | S I | S|]S{R
00/20 Proteus sp. 650 pb SITR|S|{R]J]R|]S}|R|S S
01/28 E.coli 600 pb RIS|]R|R|IR|]S|R|S]S
01/56 Klebsiella sp. 0 pb RIRJS}J]R}R|S]S|S S
01/51 E.coli 0 pb S s|{1|s{s|{R[|s]S




Profilo elettroforetico dei prodotti di amplificazione,
ottenuti dalla regione variabile degli integroni di classe 1,
dei ceppi Proteus sp. di Larus cachinnans michahellis

St St1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 St

800 pb

Gli amplificati sono stati ottenuti utilizzando i primer 5°CS-3’CS.

St: Standard 100 base pair ladder (Amersham Pharmacia Biotech);

St1: Standard Kilo base pair ladder (Amersham Pharmacia Biotech);
Corsia 1: amplificato da 650 pb di 00/20 P.;

Corsia 2: amplificato da 1000 pb di 00/25 P.;

Corsia 3: amplificato da 800, 1600 pb di 00/26 P.;

Corsie 4-6: amplificati da 1100, 1600 pb di 01/14 P., 01/25 P., 00/18 P.;
Corsie 7-11: amplificati da 1600 pb rispettivamente 01/15 P., 01/44 P.,
01/39 P., 00/33 P., 00/40 P.;

Corsia 12: amplificato da 2300 pb di 00/1 P.;

Corsia 13: amplificato da 4800 pb di 00/29 P..



Profilo elettroforetico dei prodotti di amplificazione,
ottenuti dalla regione variabile degli integroni
di classe 1, dei ceppi di E.coli e Klebsiella
di Larus cachinnans michahellis

Gli amplificati sono stati ottenuti utilizzando i primer 5°CS-3’CS.

St: Standard Kilo base pair ladder (Amersham Pharmacia Biotech);

St1: Standard 100 base pair ladder (Amersham Pharmacia Biotech);
Corsia 1: amplificato da 600 pb di 01/28 E.coli;

Corsia 2-4: amplificati da 1600 pb rispettivamente di 01/20 E.coli, 01/52
E.coli, 01/54 E.coli;

Corsie 5-6: amplificati da 1700 pb rispettivamente di 01/26 E.coli, 01/27
E.coli;

Corsia 7: amplificato da 2000 pb di 01/23 E.coli;

Corsia 8: amplificato da 500, 700 pb di 01/18 Klebsiella sp.;

Corsia 9: amplificato da 1000 pb di 01/53 Klebsiella sp.;

Corsia 10: amplificato da 1600 pb di 01/30 Klebsiella sp.;



4.4 CARATTERIZZAZIONE DEGLI INSERTI

I prodotti dell’ amplificazione genica, di lunghezza pari o superiore a 1000 pb,
sono stati successivamente caratterizzati attraverso l'analisi del polimorfismo
di restrizione utilizzando quattro enzimi, Alul, Cfol, Mspl ed Rsal e valutando le
dimensioni dei frammenti ottenuti in elettroforesi su gel di agarosio.

L’indagine ha individuato tre diversi pattern di restrizione negli inserti da 1600

(Tabella 4.4.1). Un 00126 Proteus sp.,

pb.

pattern era

e

unico per il
nico per i

ceppo
portatore anche di un inserto da 800 pb, il pattern C (*) era comune a sei inserti
amplificati dal DNA genomico di tre E.coli, due Proteus ed una Klebsiella. 1l
pattern B (“)caratterizzava gli inserti di sei ceppi di Proteus, tre dei quali
presentavano associato all’integrone da 1600 pb, un inserto da 1100 pb.

Anche gli inserti di 1100 pb evidenziavano un identico profilo di restrizione.
Infine i due inserti da 1700 pb amplificati da due E.coli dimostravano I’identico
p'attern di restrizione D (A) e cosi pure due inserti da 1000 pb, dal pattern A (°)

ottenuti da un ceppo di Proteus ed un ceppo Klebsiella.

Tabella 4.4.1 Pattern di restrizione degli amplificati, corrispondenti
alla regione variabile dell’integrone di classe 1, dei ceppi di Larus

cachinnans michahellis. Vengono riportate le dimensioni dei
frammenti ottenuti dalla digestione con i vari enzimi.
INSERTI Alul Cfol Mspl Rsal
1000° pb | 50, 225, 350,) 75, 100, 125, 175, 125, 275, 600 pb. | 200, 325, 475 pb.
A 375 pb. 200, 325 pb.
1600~ 1125, 225, 275,150, 125, 175, 250, 200, 500, 900 pb. | 275, 325, 475,
pb B | 400, 575 pb. 375, 625 pb. 525 pb.
~1600* | 125, 150, 225,100, 150, 175,|125, 275, 475,| 150, 325, 475,
pb C | 400, 700 pb. 500, 675 pb. 725 pb. 650 pb.
1700° pb | 125, 250, 275,] 125, 200, 450,] 100, 250, 1350 75, 125, 475,
D 400, 650 pb. 925 pb. pb. 1025 pb.
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Analisi di restrizione degli amplificati,
corrispondenti alla regione variabile dell’integrone
di classe 1, dei ceppi di Larus cachinnans michahellis

St 12 3 4567 8 910111213 14 15 St

- eed RS e Same

L - § g T ——
LN L -

250 pb - s

Le digestioni sono state effettuate con I’enzima Rsal.

St: Standard 50 base pair ladder (Amersham Pharmacia Biotech);
Corsia 1: amplificato di 800, 1600 pb di 00/26 Proteus sp.;

Corsie 2-4: amplificati di 1100, 1600 pb rispettivamente di 01/14 Proteus sp.,
01/25 Proteus sp., 00/18 Proteus sp.;

Corsie 5-6: amplificati di 1600 pb rispettivamente di 01/15 Proteus sp.e
01/44 Proteus sp.;

Corsie 7-9: amplificati di 1600 pb rispettivamente di 01/39 Proteus sp.,
01/33 Proteus sp.e 00/40 Proteus sp.;

Corsie 10-13: amplificati di 1600 pb rispettivamente di 01/20 E.coli,
01/52 E.coli, 01/54 E.coli, 01/30 Klebsiella sp.;

Corsie 14-15: amplificati di 1700 pb rispettivamente di 01/27 E.coli e
01/26 E.coli.



4.5 LOCALIZZAZIONE DEGLI INTEGRONI DI CLASSE 1

Al fine di determinare la localizzazione plasmidica o cromosomica degli
integroni di classe 1, riscontrati nei ceppi animali, & stata utilizzata la tecnica
del Southern blotting. 11 DNA genomico degli isolati & stato separato a basso
voltaggio e temperatura, per consentire la migliore separazione possibile di
eventuali plasmidi ad alto peso molecolare e quindi trasferito su membrana ed
ibridato con la sonda int/1. In tutti i ceppi analizzati, il segnale di ibridazione ¢
stato rilevato in corrispondenza della distanza di migrazione del cromosoma
batterico. 1l ceppo di E.coli J62/R46, utilizzato come controllo, nel quale
I’integrone di classe 1 & localizzato sul plasmide R46, evidenziava un segnale a
livello della distanza di migrazione del plasmide. Per confermare questi dati €
stata utilizzata una tecnica piu sensibile, che prevede la digestione con
IPenzima [-Ceul seguita da una elettroforesi in campo pulsato (PFGE), dal
successivo trasferimento su membrana ed ibridazione con due sonde, la sonda
ribotyping in grado di riconoscere i frammenti cromosomici contenenti rDNA,
e la sonda intIl per la localizzazione dell’integrone all’interno del DNA
cromosomico digerito.

La digestione con I-Ceul ha prodotto le sette bande attese in E.coli di
dimensioni: 2434 kb, 898 kb, 710 kb, 535 kb, 107 kb, 90 kb e 42 kb (dati non
mostrati). Tutte le bande ibridavano con la sonda ribotyping, ma solamente la
piu grande dava un debole segnale d’ibridazione con la sonda int/1.

Questi risultati, da verificare ulteriormente, suggeriscono che gli integroni

descritti in questo studio si trovino sul cromosoma batterico.



Localizzazione del gene intl1 nei ceppi di
Larus cachinnans michahellis

(1) (2)

- localizzazione
plasmidica

- localizzazione
cromosomica

23130 pb

Il DNA genomico e plasmidico dei ceppi ¢é stato separato in elettroforesi,
(1) trasferito su membrana di nylon ed ibridato con la sonda intl1 (2)

St: Standard di pesi molecolari (MWM II+ MWM VII, Boehringer-
Mannheim, Italia);
Corsia 1: DNA genomico del ceppo di controllo J62/R46;

Corsie 2-4: DNA genomico dei ceppi rispettivamente : 01/26 E.coli,
01/27 E.coli, 01/52 E.coli.



4.6 INDAGINE DELLA PRESENZA DI INTEGRONI DI CLASSE 1 IN CEPPI
CLINICI UMANI OSPEDALIERI

La presenza di integroni di classe 1 & stata indagata, utilizzando le analoghe e
sopracitate tecniche di ibridazione e di amplificazione genica, anche su 80
ceppi clinici umani (46 Proteus sp. € 34 E.coli), isolati da coprocolture,
emocolture ed urinocolture, nello stesso periodo del campionamento effettuato
sulla comunita ornitica, presso 1’Ospedale di Cattinara di Trieste. |
16 ceppi clinici (8 Proteus sp. ¢ 8 E.coli) sono risultati positivi allo screening
ed hanno dimostrato di possedere, a seguito dell’amplificazione con i primer
specifici complementari alla regione conservata dell’integrone di classe 1,
inserti variabili da 1000 a 2000 pb.

L'antibiogramma dei ceppi clinici ospedalieri, portatori di integroni, evidenzia
caratteri di prevalente multiresistenza alla batteria di antibiotici scelta
inizialmente, quindi la stessa caratteristica fenotipica riscontrata negli isolati di
provenienza ornitica ed associabile alla presenza dei determinanti genici
descritti (Tabella 4.6.1).

La caratterizzazione degli inserti ottenuti dai ceppi di provenienza clinica,
attraverso |’analisi del polimorfismo di restrizione, ha permesso di individuare
degli stessi pattern all’interno dei gruppi di integroni dalle dimensioni di 1000
pb (6 ceppi), 1600 pb (3 ceppi) e 1700 pb (4 ceppi). Inoltre, dalla comparazione
di tutti i profili di digestione degli integroni di origine animale ed umana, ¢
emerso un dato significativo. Tra i due gruppi monitorati sono stati infatti
individuati integroni dall’identica dimensione e pattern di restrizione, indicanti

una definita omologia di inserti.
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Tabella 4.6.1 Caratterizzazione di ceppi clinici: sono indicate le
dimensioni degli amplificati, della regione variabile dell’integrone di

classe 1, e gli antibiogrammi

CEPPI _SPECIE _ PR. DIM. IN PB AMP TET CHLSTR SXT SAM NAL GEN CIP

los Ecoli E 2000,1650 R R S R R R R R R
2 0s Ecoli E 2000 R § 8§ R § R S S S
30s Ecoli E 1800 I R § S S 1 S S S
4 0s Ecoli E 1700% R I §$ R R R R R R
50s Ecoli E 1700% R I $ R R R R R R
6 os Ecoli E 1700* R R R R § R S S S
7 0s Ecoli E 1700% R R § I R R S s §
8 0s P. mirabilis U 1600* R R R R R I R R S
9 0s P. mirabilisE 1600* R R R R R R R R R
10 os P. mirabilis E 1600* R R R R R R R R R
11 os P. mirabilis U 1000° R R R R R R R R R
12 os P.mirabilis U 1000° R R R R R R R R R
13 os P. mirabilis U 1000° R R R R R R R R R
14 os P. mirabilis U 1000° R R R R R R R R R
15 os P. mirabilis U 1000° R R R R R R R R R
16 os Ecoli E 1000° R R 8§ R S S S S S

E= emocoltura; U=urinocoltura

Pattern identici a quelli degli integroni di derivazione ornitica di pari lunghezza,
sono stati riscontrati tra gli inserti di 1000 pb (°) in due ceppi animali e sei
ceppi di origine umana, tra gli inserti da 1600 pb (*) in sei ceppi animale e tre di
origine umana e tra gli inserti di 1700 pb (*) comuni a due ceppi isolati dai
gabbiani e quattro céppi di isolamento clinico. Solo i profili di restrizione degli
inserti da 2000 pb umani ed animali dimostravano ciascuno un pattern diverso

(Tabella 4.6.2).



Tabella 4.6.2 Integroni di classe 1 di provenienza umana ed animale

aventi le stesse dimensioni e pattern di restrizione

Dimensione degli Ceppi di provenienza Ceppi di provenienza
. inserti animale umana
1000° pb 00/25 Proteus sp.(T.c.) 11 os Proteus sp. (U)
01/53 Klebsiella sp.(T.c.) 12 os Proteus sp. (U)

13 os Proteus sp. (U)
14 os Proteus sp. (U)
15 os Proteus sp. (U)

16 os E.coli (E)
1600* pb 01/20 E.coli (T.c.) 8 os Proteus sp. (U)
01/52 E.coli (T.c.) 9 os Proteus sp. (E)
01/54 E.coli (T.c) 10 os Proteus sp. (E)
01/30 Klebsiella sp. (T.c.)
01/15 Proteus sp. (T.c.)
01/44 Proteus sp. (T.c.)
1700* pb 01126 E.coli (T.c.) 4 0s E.coli (E)
01/27 E.coli (T .c.) 5 os E.coli (E)
6 os E.coli (E)
7 os E.coli (E)

T.c. = tampone cloacale ; E = emocoltura; U = urinocoltura
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Profilo elettroforetico dei prodotti di amplificazione,
ottenuti dalla regione variabile degli integroni di classe 1,
dei ceppi di Proteus ed E.coli clinici

St 1 2 3 45 6St17 8 9101112 13 Stl

1000 pb

Gli amplificati sono stati ottenuti utilizzando i primer 5’CS-3’CS.

St: Standard 100 base pair ladder (Amersham Pharmacia Biotech);
St1: Standard Marker III (Amersham Pharmacia Biotech);

Corsie 1-6: amplificati da 1000 pb rispettivamente da: 11 os Proteus
sp., 12 os Proteus sp., 13 os Proteus sp., 14 os Proteus sp., 15 os
Proteus sp., 16 os E.coli ;

Corsie 7-9: amplificati da 1600 pb rispettivamente da: 8 os Proteus sp,
9 os Proteus sp, 10 os Proteus sp.;

Corsia 10: amplificato da 1700 pb di 4 os E.coli;

Corsia 11: amplificato da 1800 pb di 3 os E.coli;

Corsia 12: amplificato da 2000 pb di 2 os E.coli;

Corsia 13: amplificato da 1650, 2000 pb di 1 os E.coli;



Analisi di restrizione degli amplificati,
corrispondenti alla regione variabile dell’integrone
di classe 1, dei ceppi di Proteus sp. ed E.coli clinici

Le digestioni sono state effettuate con I’enzima Rsal.

St: Standard 50 base pair ladder (Amersham Pharmacia Biotech);

Corsie 1-6: amplificati di1000 pb rispettivamente di 11 os Proteus sp.,12
os Proteus sp., 13 os Proteus sp., 14 os Proteus sp., 15 os Proteus sp.,
16 os E.coli.;

Corsie 7-9: amplificati di1600 pb, rispettivamente di 8 os Proteus sp,
rispettivamente di 9 os Proteus sp, rispettivamente di 10 os Proteus sp.



Analisi di restrizione degli amplificati,
corrispondenti alla regione variabile dell’integrone
di classe 1, dei ceppi di Proteus sp. clinici ed aviari

. 250 pb

St: Standard 50 base pair ladder (Amersham Pharmacia Biotech);
Corsia 1-3: amplificati di1600 pb, digeriti da Cfol, rispettivamente di
8 os Proteus sp clinico, 9 os Proteus sp. clinico , 3 01/44 Proteus sp.
di Larus cachinnans michahellis;

Corsie 4-6: amplificati di1600 pb, digeriti da Alul, rispettivamente di
8 os Proteus sp clinico, 9 os Proteus sp. clinico , 3 01/44 Proteus sp.
di Larus cachinnans michahellis;

Corsie 7-9: amplificati di 1600 pb, digeriti da Mspl, rispettivamente di
8 os Proteus sp clinico, 9 os Proteus sp. clinico , 3 01/44 Proteus sp.
di Larus cachinnans michahellis.



Analisi di restrizione degli amplificati,
corrispondenti alla regione variabile dell’integrone
di classe 1, dei ceppi di E.coli clinici ed aviari

St St11 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Stl

100 pb -

St: Standard 100 base pair ladder (Amersham Pharmacia Biotech);
St1: Standard 50 base pair ladder (Amersham Pharmacia Biotech);
Corsia 1-5: amplificati di1700 pb, digeriti da Mspl, rispettivamente di
01/27 E. coli di Larus cachinnans michahellis, 4 os E. coli clinico,

5 0s E. coli clinico, 6 os E. coli clinico, 7 0s E. coli clinico;

Corsie 6-10: amplificati di1700 pb, digeriti da Rsal, rispettivamente di
01/27 E. coli di Larus cachinnans michahellis, 4 os E. coli clinico,

5 os E. coli clinico, 6 os E. coli clinico, 7 os E. coli clinico.



4.7 TIPIZZAZIONE MOLECOLARE

Sui ceppi di origine animale ed umana, portatori degli stessi integroni, sono
state eseguite ulteriori indagini di tipizzazione molecolare, al fine di verificarne
un’eventuale origine clonale, ovvero se si tratti di un medesimo ceppo capace
di diffondersi nell’ambiente e colonizzare 1’uomo ¢ gli animali.

I ceppi di Proteus sp. isolati, di origine ornitica, hanno dimostrato di
appartenere allo stesso gruppo, in base ai risuitati della tipizzazione con il test
di Dienes, ma sono risultati differenti dagli isolati clinici.

L’indagine effettuata sugli isolati di E.coli, attraverso la digestione del DNA
g’enomico con I’enzima Xbal ¢ la successiva elettroforesi in campo pulsato
(PFGE), ha evidenziato invece pattern di digestione diversi non solo tra i ceppi
di origine animali ma anche nei confronti degli isolati clinici.

Tutti i ceppi, di diversa origine, ma portatori dello stesso tipo di integrone, non

sono pertanto epidemiologicamente correlabili e cid supporta 1’ipotesi del

trasferimento orizzontale di questi elementi genici.



Analisi di macrorestrizione dei ceppidi Larus cachinnans
michahellis e di E.coli clinici portatoridello stesso integrone

388 Kb
339.5 Kb

291 Kb
2425 Kb

194 Kb
145.5 Kb

97 Kb

48.5 Kb

Il DNA cromosomico dei ceppi, tutti portatori di integroni con
inserto da 1700 pb, é stato digerito con Xbal e quindi sottoposto
a PFGE.

St: PFGE marker I, A-ladder (Bio-rad Laboratories)

Corsia 1: 01/26 E.coli di Larus cachinnans michahellis;
Corsia 2: 01/27 E.coli di Larus cachinnans michahellis;
Corsie 3-6: 4 os E.coli clinico, 5 os E.coli clinico, 6 os E.coli
clinico, 7 os E.coli clinico.



4.8 SEQUENZIAMENTO

Gli inserti riscontrati nei ceppi 01/53 Klebsiella sp., 01/44 Proteus sp. € 01/27
E.coli, sono stati scelti quali rappresentativi degli integroni comuni ai ceppi di
origine umana ed animale, e quindi sequenziati.

Le sequenze ottenute sono state elaborate e confrontate con quelle inserite
nella banca dati utilizzando il programma BLAST (Atschul et al, 1997)
(htpp://ncbi.nlm.nih.gov). Sono state cosi identificate le cassette geniche
comprese tra i segmenti conservati 3°CS e 5°CS dei frammenti studiati.
L’inserto da 1000 pb contiene una cassetta di circa 800 pb codificante per
I’aminoglicoside adeniltransferasi aadAl, responsabile della resistenza a
streptomicina e spectinomicina (Shaw et al., 1993).

L’integrone da 1600 pb ¢ composto da due cassette. La prima codificante per la
diidrofolato reduttasi dhfr1, che conferisce la resistenza al trimetoprim. La
seconda cassetta codifica per un’altra aminoglicoside adeniltransferasi, aadA,
responsabile delle resistenze alla streptomicina e spectinomicina.

Infine I’integrone da 1700 pb & costituito dalle cassette dfr!7 e aadAS, che
rappresentano delle varianti delle precedenti cassette menzionate, conferenti
rispettivamente le resistenze al trimetoprim e alla streptomicina-spectinomicina
(Chang et al., 2000).

L’aver riscontrato delle cassette geniche codificanti solo per alcune delle
resistenze segnalate pud essere giustificato con l’inseriménto degli integroni
di classe 1 in trasposoni coniugativi, di grandi dimensioni, e capaci di
diffondersi autonomamente, ipotesi che necessita di ulteriori approfondimenti

in futuro.
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Sequenza dell'inserto appartenente al ceppo 01/53 Klebsiella sp. allineata,

utilizzando BLAST program, alle sequenze depositate.

>gi|7715971{gb|AF202976.1{AF202976 Enterobacter cloacae integron
Ini6prd44/16 DNA integrase {int) mRNA,

Score
Identities

partial cds; streptomycin/spectinomycin
adenyltransferase (ant3'-Ia) mRNA, complete cds; and
quaternary ammonium compound-resistance protein
(gacEdeltal) mRNA, partial cds

Length = 1283

835 bits (421), Expect = 0.0

= 430/432. (99%), Gaps = 1/432 (0%)

Strand = Plus / Plus

Query:

Sbjct:

Query:

Sbijct:

Query:

Sbijct:

Query:

Sbict:

Query:

Sbijct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbijct:

Query:

Sbijct:

2

211

62

271

122

331

182

391

242

451

302

511

362

571

422

630

cagtcgccectaaaacaaagttaaacatcatgagggaagecggtgatcgecgaagtategac

R RN R AR N R AR R R RN N R AR RN R R R RN RN
cagtcgccctaaaacaaagttaaacatcatgagggaageggtgatcgecgaagtatcegac

tcaactatcagaggtagttggcgtcatcgagegecatctcgaaccgacgttgetggeegt
PEREEY PRI bt v e b e ey e et
tcaactatcagaggtagttggcgtcatcgagegccatctegaaccgacgttgetggecgt

acatttgtacggctccgcagtggatggecggectgaageccacacagtgatattgatttget

RN R R RN NN R R R N NN R RN RN RN RN R R RN RN
acatttgtacggctccgcagtggatggecggcctgaageccacacagtgatattgatttget

ggttacggtgaccgtaaggcttgatqaaacaacgcggcgagctttgatcaacgacctttt
CELTTLTETE T e e e e bbb e e et e e e e
ggttacggtgaccgtaaggcttgatgaaacaacgcggcgagctttgatcaacgacctttt

ggaaacttcggcttccecctggagagagecgagattcecteecgegetgtagaagtcaccattgt
PEEREEER R et e e et e b e bbb e e
ggaaacttcggcttccectggagagagecgagattctcecgegetgtagaagtcaccattgt

tgtgcacgacgacatcattccgtggcgttatccagctaagcgcgaactgcaétttggana
AR R R A A R AR R R R AR R N RN R
tgtgcacgacgacatcattccgtggegttatccagectaagecgecgaactgcaatttggaga

atggcagcgcaatgacattcttgecaggtatcttcgagccagecaccgatcgacattgate

FELTTTTIET TR b et et e bbb et et et g
atggcagcgcaatgacattcttgecaggtatcttcgagecagecca-cgatcgacattgatce

tggctatcttge 433

PETETELV LT
tggctatcttge 641

270

121

330

181

390

241

450

301

510

361

570

421

629



Rappresentazione schematica delle
cassette geniche sequenziate
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S.CONCLUSIONI

Da questa ricerca sono emersi alcuni aspetti rilevanti dal punto di vista
dell’epidemiologia delle resistenze. E' stata riscontrata un’alta percentuale di
antibiotico resistenza tra i batteri Gram-negativi isolati dai pulli della specie
Larus cachinnans michahellis, campionati nel corso degli anni 2000 e 2001. Si
tratta di un’evidenza allarmante se confrontata ai dati relativi ai campioni clinici
di origine nosocomiale, che attestano percentuali di resistenza paragonabili.
Questo fatto potrebbe essere interpretato quale sintomo di una
contaminazione ambientale da antibiotici, per i quali ¢ noto un’uso molto
esteso anche in agraria e zootecnia, con la conseguente selezione di ceppi
resistenti anche al di fuori dell’ambiente ospedaliero.

Va presa in considerazione, allo stesso tempo, la possibilita che i ceppi
batterici con resistenze acquisite, si mantengano nell’ambiente naturale in
equilibrio con ceppi sensibili in assenza di una evidente pressione selettiva.

Lo studio ha infatti puntualizzato un fenomeno piu strettamente legato
all’antropizzazione del territorio. La protezione ambientale di una zona come la
Val Cavanata comporta come risultato la creazione di una cellula di territorio
per nulla disgiunta dalle zone limitrofe. In termini pit ampi, essa puo
funzionare, e propriamente, da serbatoio, quando una massiva spinta biologica
la invade senza possibilita di diluirne gli effetti come pud accadere in una zona
non protetta. In questo caso il fattore & I’antibiotico resistenza, che risulta
molto elevata. E in questa zona che vengono cosi ad intrecciarsi gli effetti
biologici di vie d’acqua inquinate con un’alimentazione di specie che qui
trovano dimora. Viene ricordato in questo contesto che nei pressi della riserva
si trovano le foci dell’Isonzo, un fiume in cui vengono riversati degli scarichi
industriali ed urbani. E’noto che elevate concentrazioni di metalli possono

selezionare indirettamente 1’antibiotico resistenza. Inoltre, nelle zone limitrofe



sono localizzate delle discariche e degli allevamenti ittici, possibili fonti di cibo
per 1 gabbiani e di conseguente scambio e diffusione di contaminanti di
ambiente antropizzato.

Una piu dettagliata caratterizzazione molecolare del genoma dei ceppi di
isolamento ornitico, ha rilevato la presenza di integroni di classe 1, aventi una
omologia di inserti con integroni evidenziati in Enterobatteri di isolamento
clinico ospedaliero.

L'indagine effettuata con tecnica della PFGE, ha dimostrato l'eterogeneitd
genetica di ceppi di E.coli, isolati da pazienti ospedalizzati e da gabbiani
portatori di un identico integrone, a sostegno, cosi, di un trasferimento
orizzontale di questi elementi genici piuttosto che di una diffusione degli stessi
ceppi, portatori di integroni, nell'ambiente, capaci di colonizzare uomini ed
animali. Il successivo sequenziamento delle cassette geniche presenti nei
ceppi batterici isolati in questa ricerca, ha riscontrato, nei ceppi di derivazione
umana ed ornitica, alcune varianti, gid note in letteratura, dei determinanti
genetici della resistenza alla streptomicina-spectinomicina ed al trimetoprim.
Nonostante ¢i0, i ceppi portatori di integroni sono risultati resistenti anche ad
altri antibiotici i cui determinanti genetici sono estranei agli integroni stessi.
Questo aspetto si ¢ dimostrato ugualmente vero, sia per i ceppi di derivazione
umana, sia per quelli isolati dai gabbiani, e cid pud essere giustificato con
Pinserimento degli integroni di classe 1 in trasposoni coniugativi, di grandi
dimensioni portatori di altri determinanti genetici e capaci di diffondersi
autonomamente, ipotesi che necessita di ulteriori approfondimenti in futuro.
Sui motivi che stanno alla base dell'associazione fra presenza di integroni e
multiresistenza, esistono soltanto delle ipotesi, ma il fatto in sé risulta
abbastanza inquietante per la diffusione dell'antibiotico resistenza non

soltanto in ambiente ospedaliero.
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