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Summary

Methicillin- resistant staphylococci (MRS) and extended-spectrum - lactamases-
producing E. coli (ESBL-E. coli) are a threat to public health. Apart from methicil-
lin-resistant S. aureus (MRSA), also MRS are gaining attention, especially for the
potentiality of the transmission of the mecA4 gene to more pathogenic species, such
as S. aureus. In this study we investigated MRS and ESBL-E. coli colonisation in
broilers (90 animals) and farm environment (18 samples) from a North-western Ital-
ian farm, throughout the production cycle (time 0, 5 and 27 days). Phenotypic results
on MRS in animals indicated a prevalence ranging from 0% at time zero, to 73.3% at
27 days. For ESBL-E. coli, the highest prevalence was registered at 5 days (23.3%),
and, decreased at 27 days (3.3%). ESBL-E. coli in the environment were recovered
only in one sample at 5 days, while MRS were always detected (67% at time 0, 100%
at 5 and 27 days). All the MRS positive samples carried mecA4 gene; Staphylococcus
sciuri was the most common bacteria identified. No MRSA was detected. ESBL-E.
coli carried bla., , gene in 3 out of & positive animals’ samples and in one environ-
mental sample. The recovery of MRS and ESBL-E. coli in broilers and farm envi-
ronment may be relevant especially for farm workers, that can be at risk of acquiring
these bacteria from strict contact with animals and farm environment.

INTRODUZIONE

L’antimicrobico-resistenza (AMR) ¢ ad oggi uno dei piu importanti problemi sani-
tari, per I’'uomo, I’ambiente e gli animali, soprattutto d’allevamento [1]. Secondo
la letteratura, i broiler italiani presentano un’alta percentuale di colonizzazione da
Escherichia coli produttori di B-lattamasi a spettro esteso (ESBL-E. coli) (86%) [2].
Ad oggi pochi studi hanno invece documentato la presenza di Staphylococcus au-
reus meticillino-resistente (MRSA) nei polli [3,4,5], e ancor meno sono le ricerche
che hanno indagato la presenza di altri staphylococci meticillino-resistenti (MRS).
Fra questi, gli staphylococci coagulasi negativi (CoNS) sono considerati normali
commensali delle narici e della cute degli avicoli [6,7], ma stanno gradualmente
diventando sempre piu importanti dal punto di vista clinico, nella patologia aviare
¢ umana. Oltretutto, rappresentano un problema di salute pubblica poich¢ possono
essere reservoir del gene mecA (responsabile della meticillino- reswtenza) per specie
piu patogene, quali S. aureus [8,9]. Obbiettivo di questo studio ¢ quello di indagare
la presenza di MRS e ESBL-E. coli in broiler sani e nel loro ambiente, in un alleva-
mento del Sud-est piemontese, in momenti diversi del ciclo produttivo (tempo 0, 5,
e 27 giorni).
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MATERIALI E METODI

I campioni sono stati prelevati in un allevamento intensivo di broiler nel sud-est del
Piemonte, tra gennaio e marzo 2019. Sono stati effettuati in totale tre campionamenti a
0, 5 e 27 giorni del ciclo d’ingrasso. Ogni campionamento prevedeva il recupero di 30
tamponi fecali animali per ESBL-E. coli, 30 cutanei per MRS, e 3 tamponi ambientali
per i rispettivi due gruppi batterici. In totale sono stati campionati 90 animali, sia per
MRS che per ESBL-E. coli, mentre sono stati prelevati 9 campioni ambientali per MRS
e 9 campioni per ESBL-E. coli. Le analisi di laboratorio per isolare i due gruppi batterici
prevedevano una prima fase di arricchimento in acqua peptonata dei tamponi fecali e
ambientali per ESBL-E. coli. Il brodo di soia triptico, con aggiunta di sale al 2.5% e gli
antibiotici cefoxitina (3.5 mg/L) e aztreonam (20 mg/L), ¢ stato invece utilizzato per la
ricerca di MRS in tamponi cutanei, prelevati dall’area ascellare, e in quelli ambientali.
Terreni selettivi sono stati impiegati nella seconda fase di isolamento; in particolare,
per ESBL- E. coli, MacConkey 3 (MCC3) (Oxoid) con cefotaxime (1 mg/L), mentre
per isolare le colonie di MRS, I’antibiotico cefoxitina (3.5 mg/L) ¢ stato aggiunto a un
Mannitol Salt Agar (MSA) modificato, con 6% di sale. Le piastre sono state incubate in
termostato per 24 ore a 37°C. Per MRS, le colonie selezionate per ulteriori esami erano
quelle risultate di colore giallo limone e di forma arrotondata sul terreno MSA modifica-
to, mentre per ESBL-E. coli le colonie considerate positive erano quelle di colore rosso/
viola, con alone rosato attorno e dalla forma arrotondata [10]. Per confermare la presen-
za di ESBL-E. coli, i campioni cresciuti su MCC3 sono stati seminati su Mueller Hinton
con I’aggiunta di dischetti antibiotati “cefpodoxime combination disk test” (Oxoid).
Dopo la caratterizzazione fenotipica, i campioni sono stati sottoposti ad analisi genoti-
pica. Il DNA ¢ stato estratto da colonie fresche e stoccato a -20°C. I presunti MRS sono
stati sottoposti ad una PCR specifica per MRSA (nuc, mecA e 16s), e per mecA [11]. 11
sequenziamento del gene 16S r-DNA ¢ stato usato per I’identificazione batterica. I cam-
pioni positivi alla ricerca fenotipica di ESBL-E. coli, sono testati con tre singole PCR
per laricerca dei geni bla ., . bla,,, and blag, , come descritto in precedenza [12].
RISULTATI

Abbiamo rilevato una prevalenza di MRS sulla cute dei broiler pari al 43.3% (IC95%:
32.9-54.2), con valori che vanno dallo 0% all’arrivo dei pulcini in allevamento, a
56.7% a 5 giorni e 73.3% a 27 giorni del ciclo produttivo. A livello ambientale, MRS
sono stati ritrovati in 8 campioni su 9 (88.8%); tutti i campioni ambientali prelevati
a 5 e 27 giorni erano positivi. La presenza del gene mecA ¢ stata confermata in tutte
le colonie presunte MRS. 11 gene nuc, specifico per S. aureus, non ¢ stato isolato da
nessuno dei campioni testati.

La percentuale di E. coli produttori di ESBL individuati fenotipicamente nei cam-
pioni fecali ¢ 0% a tempo zero, 23.3% (7 su 30 campioni) a 5 giorni e 3.3% (1 su
30 campioni) a 27 giorni, mentre al livello ambientale i campioni positivi sono stati
il 33.3% (1 su 3) a 5 giorni e 0% a tempo 0 e a 27 giorni. Le analisi biomolecolari
hanno messo in evidenza la presenza del gene bla. , in 3 campioni animali (2 a 5
giorni, 1 a 27 giorni) su &, e in 1 campione ambientale. In nessun campione sono stati
rilevati i geni blag,, e bla_,, .

Tutti i MRS rilevati negli animali sono staphylococci coagulasi negativi meticilli-
no-resistenti (MRCoNS) appartenenti alla specie Staphylococcus lentus, tranne un
unico S. sciuri. Al livello ambientale ¢ stato identificato solo S. lentus.
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DISCUSSIONE

I risultati ottenuti evidenziano che la resistenza a MRS nei campioni animali cresce nel
tempo, passando dallo 0% a tempo 0 (giorno in cui i pulcini entrano in allevamento),
al 73.3% a 27 giorni, che rappresenta piu della meta del ciclo produttivo di un broiler.
Anche a livello ambientale i campioni positivi aumentano durante il ciclo produttivo,
ma gia a tempo zero abbiamo evidenziato MRS in 2 campioni su 3; cio suggerisce
che probabilmente 1’ambiente rappresenta ’origine di infezione per gli animali neo-
arrivati. Una situazione diversa ¢ stata osservata per ESBL-E. coli, assente a tempo 0
sia negli animali che nell’ambiente. Cio potrebbe indicare che la carica batterica degli
ESBL-E. coli viene effettivamente azzerata dall’igienizzazione che viene fatta durante
il periodo di vuoto tra un ciclo e I’altro. La prevalenza piu alta di ESBL-E. coli negli
animali € stata osservata a 5 giorni (23.3%), dato piu basso rispetto all’86% riscontrato
nel campionamento nazionale [2] e ad altri Paesi europei come la Germania, dove la
percentuale di campioni positivi cecali era del 72.5% [13]. La presenza di E. coli pro-
duttori di ESBL piu alta durante la prima fase del ciclo produttivo puo essere dovuta
al fatto che tali ceppi si trovano gia nell’animale nella fase dell’incubatoio. E stato
infatti dimostrata la loro presenza nel seme di broiler riproduttori [14]. Un’altra causa
potrebbe essere 1’uso di cefalosporine di terza generazione (ceftiofur) nell’incubatoio
[15]. II fatto che sia stato identificato solo bla,., ,,come gene di resistenza € in accordo
con la letteratura, dove risulta essere tra gli ESBL piu frequentemente isolati in E. coli
in animali di allevamento, tra cui i broiler [16,17].

Per quanto riguarda gli staphylococci isolati in questo studio, essi vengono considerati
commensali. Nonostante siano sempre stati considerati innocui, possono manifestare
patogenicita in particolari occasioni. Infatti, alcuni di essi come S. sciuri, S. simulans,
e S. epidermidis sono stati isolati da dermatiti, tendiniti ed endocarditi negli avicoli
[8]. Inoltre, in uno studio ¢ stata trovata una prevalenza del 12.5% di S. sciuri meticil-
lino-resistenti in 200 broiler testati in 10 fattorie del Belgio [18], una percentuale piu
bassa rispetto al 30% riscontrato in un altro studio sempre dallo stesso autore [19]. In
un altro studio, il 48.6% di 72 animali campionati in 72 allevamenti svizzeri erano
positivi alla ricerca di MRCoNS [6]. Tali studi indicano che i MRCoNS sono tutt’al-
tro che rari nell’allevamento dei polli da carne e dovrebbero pertanto essere tenuti
sotto controllo. Oltretutto, i MRCoNS rappresentano un problema di salute pubblica
in quanto sono probabili reservoir del gene mecA, che puo essere trasmesso orizzon-
talmente al piu patogeno S. aureus [20]. Pertanto, ¢ sicuramente utile indagare lo stato
di meticillino resistenza nei CoNS isolati dai polli per capire se questi ultimi possono
fungere da vettori di mecA per MRSA.

CONCLUSIONI

Nonostante lo studio tratti di un solo allevamento broiler, ad oggi questo ¢ I’unico che
abbia evidenziato la contemporanea presenza di ESBL- E. coli e MRS nell’allevamen-
to dei polli da carne nel nord Italia. Risulta percio necessario continuare 1’approfon-
dimento microbiologico in altri allevamenti avicoli italiani, per comprendere se ¢ un
fenomeno isolato o ¢ invece diffuso a livello nazionale. Questa indagine contribuisce
inoltre, alla valutazione del rischio microbiologico a cui sono sottoposti i lavoratori
nell’allevamento dei broiler, poiché evidenzia la presenza di ESBL-E. coli nei primi
giorni di vita del broiler e osserva una contaminazione da MRS sia in ambiente che
negli animali in quasi tutte le fasi d’ingrasso.
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