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Summary

Colistin has been recently reassessed as a last-line treatment option in the therapeutic
treatment against multidrug resistant bacteria in humans. The main objective of our
research was to investigate the susceptibility of E. coli and S. Infantis to colistin in
broiler chickens, as these microorganisms are considered of interest in Public Health.
Another purpose was to determine the spread of ESBL (Producing Broad-Spectrum
B-Lactamase) bacteria following the alarmism related to possible transmission to
man, directly or through the consumption of meat chicken derived products. Our
results showed that all E. coli were colistin-susceptible and mcr negative. Three iso-
lates of S. Infantis were mcr positive and colistin resistant, showing a MIC range of
4-8 mg/L. The low prevalence of resistance is likely due to both a different suscep-
tibility of Salmonella spp to colistin and to an off label (or restricted) use of this an-
timicrobial in poultry. The WGS (whole genome sequence) evidenced in two strains
mcr-1.2. variant. To our knowledge is the first report of this variant in meat chickens.
The ESBL prevalence, high for both E. coli (24,1%) and S. Infantis (82,3%) justifies
the progressive concern for the safety of the chicken by- products meat.

INTRODUZIONE

La colistina appartenente alla classe delle polimixine € un antibiotico attivo nei con-
fronti di numerosi batteri gram negativi ed ¢ stato usato in Medicina Veterinaria
per lungo tempo non solo come agente terapeutico e preventivo nelle infezioni da
Gram-negativi (Kieffer et al., 2017) ma anche come promotore di crescita in alcune
specie di interesse zootecnico (Rhouma et al., 2016; Kumar et al., 2020). Il manife-
starsi di forme resistenza nel corso del tempo ne ha causato una limitazione dell’im-
piego, che attualmente nel pollame ¢ in deroga e subordinato solo a quei casi in cui
gli antibiotici testati risultano inefficaci nei confronti del microrganismo isolato.
Recentemente, dopo un periodo di sospensione del suo impiego in umana per i pos-
sibili effetti nefrotossici (Lim et al., 2010), si ¢ assistito ad un rinnovato interesse
per la colistina come antibiotico “last resort” (di ultima scelta) in Medicina Umana
da impiegare in corso di infezioni sostenute da batteri gram negativi multiresistenti,
soprattutto Enterobatteriaceae (Biswas et al, 2012; Azzopardi et al., 2013; Poirel
et al., 2017). La World Health Organization (WHO, 2018) pertanto ha riclassificato
la colistina nella categoria di farmaci di importanza critica per la medicina Umana,
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giustificando 1’esecuzione di piu frequenti studi di monitoraggio della resistenza nei
confronti di questa molecola mostrata da alcuni batteri tra i quali Salmonella spp. e
Escherichia coli diffusi in campo umano e veterinario. Nell’ambito della popolazio-
ne di Salmonelle, S. Infantis & considerata un sierotipo emergente a livello europeo,
particolarmente diffusa lungo ’intera filiera avicola, non solo negli allevamenti di
broiler, ma anche negli allevamenti di tacchini e nei prodotti derivati, configurandosi
come il sierotipo piu diffuso dopo S. Enteritidis e S. Typhimurium (EFSA, 2019).
Recentemente la resistenza alla colistina ¢ stata attribuita al gene, plasmide-mediato,
mcr 1 descritto nel 2015 per la prima volta in E. coli (Liu et al., 2016). Da allora in
quasi tutti i Paesi del mondo sono stati rilevati i geni mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4,
mcr-5 con le loro varianti e subvarianti in ceppi di E. coli e Salmonella ssp. isolati
nell’uomo, animali ed alimenti di origine animale, a testimonianza della continua
evoluzione del meccanismo di resistenza genetica a questa molecola (Borowiak et
al., 2017; Kawanishi et al., 2017; Yin et al., 2017; Carfora et al., 2018; Portes et al.,
2021). Recentemente in ceppi di S. Typhimurium isolati da suini e vitelli ¢ stato evi-
denziato anche il gene mcr-9. (Diaconu et al., 2021). Obiettivi del presente lavoro
sono stati 1’analisi fenotipica della suscettibilita alla colistina, la determinazione di
ESBL e la valutazione genotipica della presenza del gene mcr in ceppi di E. coli e S.
Infantis isolati da polli da carne.

MATERIALI E METODI

Campionamento

Un totale di 174 ceppi di E. coli (Centro Italia, 2019-2020) e 85 ceppi di Salmonella
Infantis (Nord, Centro e Sud Italia, 2016-2019) sono stati isolati da polli da carne
broiler Ross 308 in allevamento e alla macellazione nell’arco temporale 2019-2020.
I ceppi di E. coli provenienti dall’allevamento (n = 87) sono stati isolati da campioni
cloacali e campioni ambientali, i ceppi provenienti alla macellazione (n = 93) sono
stati isolati da campioni cutanei e contenuto cecale. I ceppi di S. Infantis sono stati
isolati in allevamento (campioni cloacali) (n=13) e alla macellazione (campioni am-
bientali, campioni cutanei, fegato e prodotti lavorati) (n=72).

Isolamento e identificazione di E. coli e S. Infantis

L’isolamento di E. coli e S. Infantis ¢ stato eseguito secondo le metodiche tradizionali.
Tutte le colonie con morfologia tipica di E. coli sono state selezionate e confermate
da test biochimici (ISO). L’identificazione di S. Infantis ¢ stata eseguita mediante la
tipizzazione sierologica (IZS dell’Umbria e delle Marche).

Test di suscettibilita antimicrobica e determinazione di ESBL degli isolati di E. coli
e S. Infantis

La suscettibilita antimicrobica ¢ stata testata mediante determinazione della concen-
trazione minima inibente (MIC) utilizzando il metodo di microdiluizione in piastra
(FRCOL plates, Thermo Fisher Scientific, Milan, Italy) con concentrazioni scalari di
colistina. Per tutti i ceppi di E. coli e S. Infantis la produzione di ESBL ¢ stata confer-
mata dal test sinergico a doppio disco (DDST) e tramite la microdiluizione in piastra
(Sensititre™ ESBL plates, Thermo Fisher Scientific, Milan, Italy). I risultati sono stati
valutati mediante i breakpoint di EUCAST. (>2 mg/L). Il profilo fenotipico di antibio-
tico-resistenza degli isolati di S. Infantis ¢ stato valutato mediante il test di Kirby- Bau-
er ed i risultati sono stati pubblicati in uno studio precedente (Casagrande Proietti et
al., 2020). In tutti gli isolati di E. coli ¢ stata eseguita I’analisi fenotipica del profilo di

94



antibiotico-resistenza mediante microdiluizione in piastra (MIC) (dati non pubblicati).
Multiplex PCR

I1 DNA genomico ¢ stato estratto dalle colonie utilizzando il kit GenElute™Bacterial
Genomic DNA (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germania) secondo il protocollo del pro-
duttore. I campioni sono stati analizzati tramite spettrofotometro e mediante I’elettro-
foresi su gel di agarosio all’1% per determinare rispettivamente la quantita e la qualita
del DNA estratto. L’amplificazione mediante Multiplex PCR dei geni mcr-1, mcr-2,
mcr-3, mer-4, mer-5 ¢ stata eseguita come precedentemente riportato nello studio di
Rebelo et al., (2018). L’elettroforesi su gel ¢ stata utilizzata per 1’analisi dei prodotti
della PCR, utilizzando gel di agarosio a 1,2%.

Sequenziamento genomico (WGS)

Un nanogrammo di DNA genomico ¢ stato utilizzato per la preparazione delle libre-
rie, utilizzando il kit [llumina Nextera XT. Dopo normalizzazione, le librerie sono
state sequenziate su piattaforma Illumina MiSeq in paired-end (2x300 cicli). Il dato
grezzo di sequenziamento ¢ stato valutato con il software FastQC, e le sequenze con
qualita inferiore a 20 (Phred Score) e/o lunghezza inferiore a 70 nucleotidi sono state
rimosse. L.’assemblaggio ¢ stato effettuato con il software Spades v. 3.14 e trattenuti
solo gli scaffolds piu lunghi di 200 nucleotidi. Le sequenze genomiche ottenute sono
state valutate con il software Quast ed annotate con Prokka. I geni di antibiotico-re-
sistenza e la presenza di repliconi plasmidici sono stati identificati con il software
STARAMR.

RISULTATI

Test suscettibilita antimicrobica alla colistina ed ESBL (Beta-lattamasi a spettro
esteso)

I ceppi di E. coli sono risultati tutti sensibili alla colistina (MIC range, 0.5-1 mg/L).
Per quanto concerne S. Infantis, 3 ceppi (3,5%) hanno mostrato resistenza alla coli-
stina. Un ceppo isolato dalla pelle del collo di un broiler nel 2016 in un macello del
sud Italia ha mostrato una MIC di 4 mg/L, gli altri due ceppi isolati nel 2017 al ma-
cello da fusi di polli provenienti da allevamenti del Nord Italia hanno presentato una
MIC pari a 8 mg/L. La MIC degli isolati suscettibili alla colistina ¢ oscillata da 0,5 -1
mg/L solo in 1 ha mostrato valori di 2 mg/L. Quarantadue /174 (24,1 %) isolati di E.
coli 85 (82,3%) ceppi di S. Infantis erano ESBL positivi. I risultati relativi al profilo
fenotipico di antibiotico-resistenza dei 3 ceppi di S. Infantis colistina-resistenti sono
riportati in tabella 1.

Multiplex PCR

In tutti gli isolati di E. coli non sono stati rilevati i geni mcr-1/mcer-5. 1 tre isolati di
S. Infantis colistina- resistenti hanno presentato il gene mcr- 1.

Sequenziamento genomico (WGS)

I risultati del profilo genotipico dell’antibiotico-resistenza sono illustrati in tabella 1.
In merito al gene mcr-1 in un isolato ¢ stata rilevata la variante mcr-1.1, in due iso-
lati ¢ stata evidenziata la variante mcr-1.2. Tutti gli isolati presentavano anche i geni
blaCTX-M-1 che media la resistenza al cefotaxime, su/ 1, (resistenza ai sulfamidici)
tet(A) (resistenza alla tetraciclina) e dfrAl, dfrA14 che mediano la resistenza al tri-
metoprim. In 2 ceppi sono stati evidenziati anche il gene aph(3’)-1a (resistenza agli
aminoglicosidi), i geni gyrA (D87G) e parC che mediano la resistenza ai chinoloni e
gackE (resistenza ai quaternari) rispettivamente.
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Tabella 1: Profilo genotipico e fenotipico di 3 isolati di S. Infantis colistina-resistenti

N. | Origine Matrice Anno | Profilo genotipico AMR | Profilo fenotipico AMR

1 SudItalia  Pelle del 2016 @ blaCTX-M-1,sull, ACIColCtxCzFpSxtTe
collo tet(A), merl.1, dfrAl,
(macello) dfrAl4

2 Nord Italia  Fusidi 2017 | aph(3’)-Ia, ACIColCpCtxFpNaSxtTe
pollo blaCTX-M-1, dfirAl,
(macello) dfrAl4, gyrA (D87G),

mcr-1.2, parC (T57S),
qacE, sull, tet(A)

3 Nord Italia = Fusidi 2017 | aph(3’)-Ia, ACIColCtxFpNaSxtTe
pollo blaCTX-M-1, dfrAl,
(macello) dfrA14, gyrA (D87G),

mcr-1.2, parC (T575),
qacE, sull, tet(A)

A=ampicillina, Cl=cefalexina, Col=Colistina, Cp=ciprofloxacina, Ctx=cefotaxime,
Cz=ceftazidime, Fp=cefepime, Na=acido nalidixico, Sxt=trimetoprim + sulfametos-
sazolo, Te=tetraciclina

DISCUSSIONE

In relazione alla rivalutazione dell’uso in Medicina Umana della colistina, come
ultima opzione nel trattamento di super infezioni, sostenute in special modo da
gram negativi (Andrade et al., 2020) , il principale obiettivo della nostra ricerca ¢
stato quello di valutare nei polli da carne la suscettibilita di isolati di E. coli e S.
Infantis alla colistina, in quanto microrganismi considerati significativi in campo
umano e veterinario. Altro scopo ¢ stato quello di determinare la diffusione di
E.coli e Salmonella spp ESBL in risposta all’allarmante incremento di infezioni
causate da Enterobacteriaceae produttrici di B-lattamasi ad ampio spettro in uma-
na. Nel nostro lavoro 3 isolati su 85 (3,5%) provenienti da polli da carne al macello
sono risultati resistenti con valori di MIC oscillanti di 4-8 mg/L. In un precedente
lavoro Carfora et al., (2018) hanno evidenziato in polli da carne una prevalenza di
resistenza alla colistina da parte di S. Infantis di 1,2%

Agerso et al (2012) avevano precedentemente riportato distribuzioni di MIC nei
confronti della colistina per isolati di Salmonella appartenenti a diversi sierotipi,
con S. Dublin e S. Enteritidis, che presentavano valori di MIC piu elevati rispetto
ad altri sierotipi, quali S. Typhimurium e S. Infantis. Dati confermati successiva-
mente anche da studi di monitoraggio condotti da EFSA (2014) su polli da carne e
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galline ovaiole che hanno mostrato che gli isolati di Salmonella spp. resistenti alla
colistina appartenevano perlopiu a S. Enteritidis, la quale mostrava una resistenza
intrinseca a questa molecola, attribuita di recente ad una differenza nell’ espressio-
ne dell’antigene somatico (Ricci et al., 2020). Va inoltre ricordato che dati relativi
alla resistenza della Salmonella spp. a colistina possono variare anche in relazione
all’area geografica in virtu del differente impiego di questo farmaco (EMA, 2016;
Apostolakos et al., 2018). Il sequenziamento completo dei 2 isolati di S. Infantis
resistenti alla colistina ha dimostrato la presenza del gene mcr 1.2, descritto in pri-
mis in Toscana nel plasmide IncX4 su un isolato di Klebsiella pneumoniae prove-
niente dall’'uomo (Di Pilato et al., 2016). Successivamente questa variante sempre
associata al plasmide IncX4 ¢ stata riscontrata a livello di S. Blockley e E. coli in-
testinali nel tacchino all’ingrasso (Alba et al., 2018). A nostra conoscenza questa ¢
la prima segnalazione della variante mcr1.2 nel pollo. La capacita delle “cassette”
geniche mcr di muoversi da un plasmide all’altro (IncI2, IncX4, IncHI2, and IncP)
e/o all’interno del cromosoma ¢ estremamente significativo ai fini di una possibile
inserzione in plasmidi presenti in isolati multiresistenti e anche di una “creazione”
di megaplasmidi come documentato in Italia da Franco et al.(2015) in S. Infantis
e successivamente in Svizzera (Hindermann et al., 2017) e negli Stati Uniti (Tate
et al., 2017) .Studi condotti su isolati ESBL resistenti alla colistina di S. Infantis
provenienti broiler e prodotti derivati ha messo in evidenza la presenza della va-
riante mcr 1.1 (Carfora et al., 2018). Un elevato numero di isolati di Salmonella
spp (70/85) ¢ risultato ESBL, inclusi i1 3 isolati resistenti alla colistina , seppure
queste caratteristiche non risultano necessariamente associate come evidenziato
gia in un precedente lavoro (Casagrande Proietti et al., 2020). Tutti i ceppi di E.
coli sono risultati suscettibili alla colistina e negativi per la presenza dei geni mcrl
-mcr 5. In studi recenti eseguiti in Italia da Alba et al., (2018), Niero et al., (2018)
e Pesciaroli et al. (2019), su ceppi di E. coli isolati da polli da carne ¢ emerso che
la prevalenza di resistenza alla colistina ¢ rispettivamente del 5,9%, 2% ¢ 1,8%. In
generale nei Paesi dell’Unione Europea la prevalenza di resistenza alla colistina
da parte di E. coli risulta tendenzialmente bassa sebbene si possano avere delle
variazioni in relazione al maggiore uso del farmaco in alcuni stati membri (EFSA
2017). Nel nostro lavoro il numero degli ESBL ¢ risultato alto anche per E. coli,
(42 su 174) come gia riportato per Salmonella spp, a testimonianza che il pollo sia
una potenziale fonte di trasmissione diretta o indiretta, attraverso il consumo dei
suoi prodotti, per I’'uomo (Lazarus et al., 2014).

CONCLUSIONI

I nostri risultati hanno messo in evidenza globalmente una resistenza moderata alla
colistina da parte degli isolati di S. Infantis, in linea con quanto riportato in lette-
ratura, dovuto in parte all’attento uso di questa molecola nel settore veterinario e
a una diversa suscettibilita esibita dalle varie specie di Salmonella .Il sequenzia-
mento completo del genoma ha messo in evidenza la variante mcr 1.2 finora non
descritta nel pollo da carne che testimonia la complessita genetica, in continua
evoluzione, tipica della resistenza a questo principio attivo. In ultimo 1’elevato
numero di E. coli e Salmonelle ESBL riscontrato soprattutto al mattatoio conferma
la preoccupazione per la sicurezza del prodotto finale per il consumatore.
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