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Summary

Recently wild birds are matter of interest from the scientific community as potential
spreaders of antibiotic resistance gene in urban and suburban environment also for the
ability to migrate long distances in short periods. The aim of this work was to evaluate
the antibiotic- susceptibility of commensal Escherichia coli, and the possible presence of
ESBL E. coli and Salmonella spp. in some species of wild birds admitted to the Veteri-
nary Hospital (Department of Veterinary Medicine, University of Study, Perugia). Most
of the birds were represented by nocturnal and diurnal raptors and came from WildUm-
bria, a wildlife rescue center, showed traumatic lesions (hunting injuries, traumatic shock
etc.). Cloacal swabs were collected before possible antimicrobial treatments. A total
of 70 E. coli isolates were obtained from 70 samples (100%), while Salmonella spp.
was not detected unlike other works documenting the presence of this microorganism
in magpies, crows, gulls. Ampicillin, (61.42%); (P<0.001), amoxicillin with clavulanic
acid (42.85%); (P<0.001) and ciprofloxacin (18.57%), were found to be the antibiotics
against which bacterial strains displayed the highest prevalence of resistance. This is not
surprising since these molecules are widely used in both veterinary and human medicine.
It should also be reported that 10 out of 70 isolates (14.28%) showed multidrug-resistant
(MDR) profile with the constant presence of beta lactam category. Five out of 70 E.
coli isolates (7.14%) were Extended Spectrum [ -Lactamase (ESBL) and four showed a
multi-resistance profile and 2 displayed resistance to imipenem, often considered of last
choice against human infections by “super resistant” bacteria. All E. coli isolates were
sensitive to colistin with value MIC < 2 mg/L. Lack of resistance to colistin by E. coli
isolates, in line with what it is reported in the literature, is likely due in part to the use
off-label of this molecule in the veterinary sector. Diet, which for some species is repre-
sented by carcasses (rabbits, hares, badgers, rats, rodents), municipal and livestock waste
could be responsible for the presence of the resistant gene in wildlife.

INTRODUZIONE

In questi ultimi anni I’interesse della comunita scientifica si € rivolto verso gli animali
selvatici, volatili inclusi, quali potenziali soggetti sentinella in grado di rivelare il livello
di contaminazione ambientale, in particolare del suolo, da parte di batteri veicoli di geni
responsabili di antibiotico-resistenza (Bonnedahl e Jéarhult et al. 2014). Va considerato
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inoltre che questi animali possono acquisire microrganismi resistenti da diverse nicchie
ecologiche e nel caso di alcuni volatili, di diffonderli anche in aree geografiche diverse,
vista la loro capacita di ricoprire lunghe distanze in breve tempo attraverso i percorsi mi-
gratori (Wang et al. 2017). Molti sono i fattori che contribuiscono alla contaminazione del
suolo da parte di batteri/geni della resistenza: acque di scarico provenienti da allevamenti
intensivi, discariche e impianti di trattamento delle acque reflue e la stessa fauna selvatica
tramite anche 1’escrezione fecale (Tardon et al. 2021). Escherichia coli e Salmonella spp.
sono considerati alcuni tra i batteri maggiormente responsabili della co-circolazione dei
geni di resistenza tra ’ambiente, gli animali e 'uomo in quanto considerate specie in
cui la selezione dei geni di resistenza ¢ avvenuta piu rapidamente nel corso degli anni, a
seguito dell’uso diffuso di antimicrobici (Seiffert et al. 2013). Lo scopo di questo lavoro
¢ stato quello di valutare il profilo di antibiotico-resistenza di ceppi di £.coli commensali,
I’eventuale presenza di E.coli, E.coli ESBL e Salmonella spp. isolati in volatili selvatici
ricoverati presso I’Ospedale Didattico Veterinario di Perugia (Dipartimento di Medicina
Veterinaria-DMV).

MATERIALI E METODI

Campionamento

Un totale di 70 tamponi cloacali ¢ stato prelevato da differenti specie di volatili selvatici
al momento del ricovero nell’Ospedale Didattico, DMV, per eseguire il prelievo prima
che venissero iniziate possibili terapie con antimicrobici. La maggior parte dei volati-
li, rappresentata da rapaci notturni e diurni, proveniva dal Centro di recupero animali
selvatici “WildUmbria” e presentava alla visita clinica, lesioni riconducibili ad eventi
traumatici (ferite da caccia, traumi da urti etc). Poiane e gheppi sono risultate le specie
maggiormente investigate tra i rapaci diurni mentre civetta e assiolo tra quelle notturne
(Tabella 1).

Tabella 1: Elenco e numero dei volatili selvatici testati in base all’Ordine di appartenenza

Specie Numero
Rapaci diurni 29
Rapaci notturni 13
Passeriformi 8
Apopoidi 4
Columbiformi 7
Upupidi 1
Piciformes 2
Galliformi 2
Caprimulgiformes 1
Ardeidi 3

Isolamento e identificazione di E. coli

Per I’isolamento di E.coli, i campioni sono stati posti in terreno di pre-arricchi-
mento costituito da acqua peptonata tamponata (BPW) in rapporto 1:10 e quindi
sono stati incubati a 37 °C per 18-24 ore in aerobiosi. Da ciascun campione cosi
diluito ¢ stata prelevata una quantita pari a 0.1 ml di soluzione e quindi seminata
su agar MacConkey, incubato per 24 h a 37 °C in condizione di anaerobiosi. Le
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colonie con una morfologia riferibile a E. coli sono state tipizzate mediante appro-
priate prove biochimiche.

Isolamento e identificazione di Salmonella. spp

I campioni sono stati diluiti in proporzione di 1:10 con soluzione peptonata e incubati
a 37 °C per 18 h in terreno di pre-arricchimento. Successivamente aliquote pari 0,1 ml
sono state trasferite in 10 ml nel terreno selettivo di Rappaport Vassiliadis (Thermo
Fisher Scientific, Rodano, MI) e incubato a 42 °C per 24 h. 10 ul delle diverse colture
sono stati seminati su piastre di cromogeno (Liofilchem s.r.1, Roseto degli Abruzzi, Te,
Italia) ed incubate a 37 °C per 24 h. Le colonie riconducibili a Salmonella spp., (ISO-
6579) sono state sottoposte a tipizzazione tramite agglutinazione diretta con antisieri
specifici seguendo lo schema di Kaufmann-White-Le Minor.

Test di suscettibilita antimicrobica e determinazione di ESBL degli isolati di E. coli
La suscettibilita antimicrobica ¢ stata valutata con il metodo di Kirby-Bauer per i se-
guenti antibiotici e classe di appartenenza (Tabella 2): imipenem (IMP) (10 pg), cefoxi-
tine (FOX) (30 ug), cefepime (FEP) (30 pg), cefotaxime (CTX) (30 pg), ceftazidime
(CAZ) (30 pg), ampicillina (AMP) (10 pg), amoxicillina/acido clavulanico (AMC) (30
ug)b) cloramfenicolo (CHL) (30 ug), azitromicina (AZM) (15 pg), acido nalidixico
(NA) (30 pg), ciprofloxacina (CIP) (5 pg), tetraciclina (TE) (30 ug), sulfamethozaole/
trimethoprim (SMX) (25 pg), gentamicina (CN) (10 pg). Per la colistina, la valutazio-
ne della suscettibilita ¢ stata effettuata in triplicato mediante microdiluizione in piastra
(cut-off >2 mg/L). Per tutti i ceppi di E. coli ¢ stata valutata la produzione di ESBL
tramite il 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 seguendo i breakpoint stabiliti da EUCAST.

Tabella 2: Classe di appartenenza e antibiotici testati nel test di suscettibilita antimi-
crobica Kirby-Bauer e microdiluizione in piastra*

Antibiotici Classe
Imipenem Beta-lattamici
cefoxitina

Cefepime

Cefotaxime

Ceftazidime

Ampicillina

Amoxicillina/acido clavulanico

Cloramfenicolo

Azitromicina Macrolidi
Acido Nalidixico Chinoloni
Ciprofloxacina

Tetraciclina Tetracicline
Sulfametoxazolo Sulfamidici
Gentamicina Aminoglicosidi
Colistina* Polimixine
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Analisi statistica

Si ¢ effettuata un’analisi statistica, considerando i selvatici come unica categoria, al
fine di valutare se le variazioni di suscettibilita di tutti gli isolati di £.coli nei confronti
degli antibiotici testati fossero significative. L’analisi statistica ¢ stata effettuata appli-
cando il test statistico del Chi-quadro tramite il programma JASP (Versione 14.1) e i
risultati sono stati considerati statisticamente significativi per valori di P < 0,05.

RISULTATI

In totale sono stati isolati 70 ceppi di E. coli mentre non ¢ stata isolata alcuna Salmo-
nella spp. Cinquantanove ceppi di E. coli hanno mostrato un’elevata prevalenza di
resistenza alla ampicillina (84,28%); (P<0,001), seguita dalla resistenza alla amoxi-
cillina associata ad acido clavulanico con 30 isolati resistenti (42,85%); (P<0,001).
La resistenza a ciprofloxacina e cefotaxime ha presentato valori pari a 18,57% e
17,14 % rispettivamente. Un’elevata suscettibilita ¢ stata riscontrata nei confronti
di cloramfenicolo (94,28%) e azitromicina (97,14%). Tutti gli isolati sono risultati
sensibili alla colistina (Tabella 3). Dieci isolati su 70 (14,28%) hanno mostrato un
profilo di multiresistenza, sempre inclusivo della categoria dei beta-lattamici, con il
pattern di resistenza a 4 classi di antibiotici maggiormente rappresentato (6/10, 60%)
(Tabella 4). In 2 di questi isolati era presente la resistenza alla imipenem. Cinque su
70 isolati di E. coli (7,14%) erano ESBL e quattro hanno mostrato profili di multi-re-
sistenza, 2 dei quali includevano resistenza all’imipenem.

Tabella 3: Numero e percentuale degli isolati di E. coli resistenti agli antibiotici testati

Numero (S) | % Numero (R) | %

Imipenem 64 91,42 6 5,57
Cefoxatina 65 92,85 5 7,14
Cefepime 63 90,00 7 10,00
Cefotaxime 58 82,85 12 17,14
Ceftazidime 62 88,57 8 11,42
Ampicillina 11 15,71 59 84,28
Amoxicillina/acido clavulanico 40 57,14 30 42,85
Cloramfenicolo 66 94,28 4 5,70
Azitromicina 68 97,14 2 2,85
Acido Nalidixico 64 91,42 6 5,57
Ciprofloxacina 57 81,42 13 18,57
Tetraciclina 62 88,57 8 11,42
Sulfametoxazolo 60 85,71 10 14,28
Gentamicina 62 88,57 8 11,42
Colistina 70 100 0 0
ESBL 65 92,85 5 7,14
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Tabella 4: Pattern di multiresistenza degli isolati di E. coli

Pattern Pattern di multiresistenza E. coli (N) E. coli (%)
3 BETA/CHIN/AMINO 1 10
BETA/TET/SXT 1 10
4 BETA/CHIN/TET/SXT 3 30
BETA/CHIN/SXT/AMINO 2 20
BETA/MACRO/CHIN/SXT 1 10
BETA/MACRO/CHIN/TET/SXT 1 10
6 BETA/MACRO/CHIN/TET/SXT/AMINO 1 10

BETA (Beta-lattamici), MACRO (Macrolidi), CHIN (Chinoloni), TET (Tetracicli-
ne), SXT (Sulfamidici), AMINO (Aminoglicosidi)

DISCUSSIONE

Gli uccelli selvatici negli ultimi anni sono diventati oggetto di interesse da parte
della comunita scientifica per il ruolo da loro svolto come “marker” rivelatori del
grado di contaminazioni ambientale, aree urbane e suburbane incluse. In tale ot-
tica si collocano gli studi sempre piu frequenti, talvolta con risultati discordanti,
riguardanti gli animali selvatici quali carrier di batteri/geni della resistenza nell’e-
cosistema (Guenther et al. 2010)they could likewise contribute to the dissemination
of antimicrobial resistant bacteria in the environment. The aim of this study was
therefore to get first insights into the antimicrobial resistance status among E. coli
isolated from wild small mammals in rural areas. We tested 188 faecal isolates from
eight rodent and one shrew species originating from Germany. Preselected resistant
isolates were screened by minimal inhibitory concentration (MIC. In questa ricerca,
le specie piu frequentemente monitorate provenivano dal Centro di recupero “Wil-
dUmbria” ed erano rappresentate in maniera preponderante da volatili appartenente
all’ordine degli Strigiliformi quali poiana e gheppio, tra i rapaci diurni, e civetta
e assiolo tra i rapaci notturni. Queste specie erano recapitate al Centro soprattut-
to a causa di incidenti stradali, ferite a arma da fuoco, predazione e piu raramente
in seguito a intossicazioni ¢ avvelenamenti, analogamente a quanto si verifica in
altri centri (Dessalvi et al. 2021)the analyses focused upon the cause, provenance
and species of hospitalised animals, the seasonal distribution of recoveries and the
outcomes of hospitalisation in the different species. In addition, an in-depth analy-
sis of the anthropogenic causes was conducted, with a particular focus on attempts
of predation by domestic animals, especially cats. Significantly, 96.8% of animals
hospitalised came from Liguria, the region in north-western Italy where CRAS is
located, with 44.8% coming from the most populated and urbanised areas of Ge-
noa, indicating a positive correlation between population density and the number of
recoveries. A total of 5881 wild animals belonging to 162 species were transferred
to CRAS during the six years study period. The presence of summer migratory bird
species and the high reproductive rates of most animals in summer resulted in a
corresponding seasonal peak of treated animals. Birds represented 80.9% of entries;
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mammals accounted for 18.6% of hospitalisations; and about 0.5% of the entries
were represented by reptiles and amphibians. Species protected by CITES and/or
in IUCN Red List amounted to 8% of the total number of individuals. Consistent
with results recorded elsewhere from Italy and other European countries, 53.9% of
the specimens treated were released in nature; 4.7% were euthanised and 41.4%
died. There was a significant difference between taxa in the frequency of individuals
that were released, died or euthanised due to the intrinsic characteristics of species
(more resistant or more adaptable to captivity than others. Va sottolineato che in tutti
i soggetti ¢ stata riscontrata una resistenza significativa degli isolati di E. coli alla
ampicillina, seguita dall’amoxicilina, associata ad acido clavulanico in relazione al
fatto che queste 2 molecole sono ampiamente utilizzate in medicina umana (Gilbert
et al. 1974), mentre in campo veterinario I’amoxicillina ¢ particolarmente impiegata
nel corso di infezioni respiratorie nei mammiferi (Landers et al. 2012) e nei volatili
in patologie enteriche sostenute da Clostridium spp. (Salvarani et al. 2012). E vero-
simile quindi supporre che i risultati ottenuti in questo caso siano la conseguenza di
una contaminazione dei soggetti testati dovuta alle acque reflue degli allevamenti e
dei centri urbani convergenti nell’ambiente. Il riscontro di E. coli resistenti a cefota-
xime, beta lattamico di terza generazione, ¢ un dato di interesse se si considera che,
nonostante il divieto di utilizzo di cefalosporine negli animali da reddito, incluso il
pollame, la resistenza alle cefalosporine ¢ riportata in diverse specie di interesse zo-
otecnico quali bovini al pascolo (Markland et al. 2019) e polli e galline allevati indu-
strialmente. In questo ultimo caso si tratterebbe di contaminazione per via verticale
dovuta alla trasmissione di geni della resistenza da parte dei riproduttori, in relazione
alla struttura di produzione piramidale che caratterizza il settore avicolo (Musa et al.
2020). Gli isolati di E. coli sono risultati per la maggior parte sensibili ai macrolidi,
rappresentati in questo lavoro da azitromicina, e al cloramfenicolo. Unica eccezione
¢ costituita dagli isolati di E. coli provenienti da succiacapra e rondone, entrambi
specie migratorie e pertanto in grado di trasportare i1 geni di resistenza a lunga di-
stanza. [’azitromicina non viene comunemente usata negli allevamenti zootecnici
sebbene abbia dato risultati confortanti nella terapia delle criptosporidiosi nel bovino
(Yagci et al. 2017) e I’uso del cloramfenicolo ¢ vietato in diversi Paesi negli animali
da reddito (Benford et al. 2014). Va comunque specificato che i macrolidi, in parti-
colare la tilosina, in virt anche del tempo di sospensione pari a zero, ¢ largamente
impiegata in ambito veterinario, nelle infezioni sostenute da Micoplasmi e gram
positivi (de Jong et al. 2021). Non ¢ stato osservato nessun fenomeno di resistenza
nei confronti della colistina. In generale nei Paesi dell’Unione Europea la prevalenza
di resistenza alla colistina da parte di £. coli risulta tendenzialmente bassa , sebbene
si possano avere delle variazioni in relazione al maggiore uso del farmaco in alcuni
stati membri (EFSA, 2019). Il profilo fenotipico di resistenza a 4 classi di antibio-
tici ¢ stato quello maggiormente rappresentato e in 2 di questi isolati si ¢ osservata
anche la resistenza all’imipenem, una cefalosporina di ultima generazione, spesso
considerata nel trattamento di super infezioni batteriche in pazienti umani (Wu et
al. 2014). Cinque isolati su 70 sono risultati ESBL e, ad eccezione di uno, sono
risultati caratterizzati da un profilo di multiresistenza. I batteri ESBL rappresenta-
no una grave minaccia per la salute pubblica a livello globale e come ¢ noto sono
responsabili di gravi malattie infettive nell’'uomo e negli animali, spesso a carattere
setticemico (Ewers et al. 2012)using multilocus sequence typing (MLST, pertanto la
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loro presenza nella fauna selvatica e nell’ambiente ¢ fonte di crescente preoccupa-
zione (Guenther et al. 2017)although recent studies have also shown chromosomal
integration, e.g. in clinical E. coli isolates of ST38. As ESBL-producing E. coli are
also found in nonclinical settings, we were interested in determining whether chro-
mosomally integrated ESBL genes occur in ST38 isolates from non-clinical habitats,
e.g. wildlife. Methods: Four ESBL-producing E. coli isolates of ST38 originating
from Mongolian birds of prey sampled in 2015 were subjected to a detailed analysis
in terms of phenotypic resistance, plasmid profiling and WGS, followed by the de-
termination of genotypic resistance factors including the chromosomal integration
of ESBL and carbapenemase genes. Results: Results based on phenotypic and ge-
notypic plasmid proﬁling, contiguous sequence (contig. Salmonella spp. non ¢ stata
isolata nei volatili testati in questo studio, a differenza di altri lavori che documen-
tano la presenza di tale microrganismo in gazze, cornacchie, e gabbiani (Palmgren et
al. 2006; Rubini et al. 2016)1998-2000, 1047 faecal swabs from Black-headed gulls
were sampled at one location in Southern Sweden. Salmonella spp. was found in 28
individuals (2-7%. Va comunque riportato che la prevalenza di Salmonella spp. nei
rapaci, i quali sono stati gli uccelli maggiormente monitorati, ¢ generalmente minore
di quanto si verifica in altri tipi volatili, quali gazze, cornacchie, gabbiani (Millan et
al. 2004; Vogler et al. 2021)and 7.2% (9/123.

CONCLUSIONI

I risultati ottenuti hanno messo in evidenza nei selvatici la presenza di isolati di £.
coli resistenti ad ampicillina e amoxicillina associata ad acido clavulanico, ricondu-
cibile a una verosimile contaminazione ambientale ma anche all’alimentazione che
per alcune specie ¢ rappresentata da carcasse (conigli, lepri, tassi, ratti, roditori) pos-
sibili carrier di geni di resistenza. E’ da sottolineare il riscontro di resistenza a beta
lattamici in tutti gli isolati di £. coli multiresistenti ed inoltre la presenza di alcuni
ceppi resistenti a cefalosporine di III generazione, dovuta prevalentemente a fonti
di contaminazione ambientale di origine umana. Questi risultati, confermando la bi-
bliografia consultata, sottolineano la necessita di incrementare studi di monitoraggio
al fine di meglio definire il ruolo degli animali selvatici nel circuito dell’antibiotico
resistenza e di meglio determinare il potenziale rischio che rivestono per 'uomo
come fonte di batteri/geni di resistenza.
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