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Indagini biomolecolari su ceppi di Salmonella
isolati da alimenti con riferimento all’antibiotico resistenza

Alessandro Attanzio e Vincenzo Alessandro Gennarino
Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Sicilia-Palermo

Le salmonelle sono i batteri pit frequentemente identifi-
cati nel mondo come agenti di malattia trasmessa con gli
alimenti. Possono essere ospitate e colonizzare I'ambien-
te e gli intestini di uccelli, rettili e mammiferi; si possono
trasmettere all’'uomo atftraverso una svariata quantita di
prodotti alimentari, specialmente quelli di origine anima-
le. Sono in grado di provocare una tipica tossinfezione,
legata alla presenza di germi nell’alimento e non alle
loro tossine. Per episodio di tossinfezione alimentare si
infende qualsiasi focolaio epidemico correlato all’as-
sunzione di alimenti in cui due o pib persone presentino
segni di malattia, ad eccezione della intossicazione da
Clostridium botulinum, da funghi e da altri agenti tossici
naturali o chimici in cui & sufficiente la presenza di un
solo caso. Nelle tossinfezioni alimentari il cibo pud agi-
re sia come vettore di microorganismi in attiva fase di
crescita che come veicolo passivo di agenti che non si
replicano (batteri, virus, protozoi) o di tossine biologiche
o chimiche. La Salmonellosi & la malattia infettiva causata
da pit di 1.000 tipi diversi di salmonelle. Le infezioni da
salmonella non tifoidea sono classici esempi di infezioni
zoonotiche e possono essere considerate come malattie
da civilizzazione. Si ritiene che, affinché si verifichi un
episodio tossinfeftivo, sia necessaria l'ingestione di un
numero di salmenelle relativamente elevato, almeno su-
periore a 100. La dose infettante & comunque dipendente
da vari fattori legati all’ospite (etd, stato di salute, velocita
di transito dell’alimento nel lume intestinale, ecc), alla
composizione chimica dell’alimento, alla virulenza del
ceppe. Lingestione di salmonelle in numero basso, tale
da non provocare malattia, potrebbe indurre lo stato di
“portatore sano”, per cui il soggetto diverrebbe elimina-
tore di germi per un certo periodo di tempo. Pud evolvere
in modo pib severo in soggelli in giovanissima etd, debi-
litati o immunocompromessi.

Gli antibiotici sono farmaci fondamentali per il control-
lo delle malattie infettive dell’'vomo e degli animali che
hanno trovato largo impiego per il miglioramento delle
produzioni zootecniche. La resistenza dei microrgani-
smi agli antibiotici & attualmente considerata, a livello
mondiale, come uno dei principali problemi della sanita
pubblica, e coinvolge in modo equivalente la medicina
umana e la medicina veterinaria. E stato ampiamente
dimostrato come |'utilizzo di antibiotici negli animali porti
alla selezione di ceppi resistenti che hanno la possibilita

di colonizzare 'intestino e, conseguentemente, di essere
escreti e di contaminare I'ambiente e gli alimenti derivati.
Uisolamento di ceppi di salmonelle, di origine umana o
non, resistenti agli antibiotici pone seri problemi di sani-
t& pubblica, che si tfraducono in un rischio crescente di
fallimenti terapeutici. Uincidenza globale delle tossinfe-
zioni alimentari & difficile da stimare. Secondo I'Oms, nel
2000 circa due milioni di persone sono morte in seguito
a diarrea. Gran parte di queste morti & probabilmente
dovuta alla contaminazione di alimenti, e la Salmonella
e I'agente contaminante pit frequentemente isolato negli
alimenti infetti. | batteri possono diventare resistenti, per
mutazioni o per via orizzontale attraverso trasformazio-
ne, fransduzione, coniugazione. Tra questi, il metodo pit
comune & la coniugazione che permette il passaggio di
plasmidi e trasposoni portatori di geni di resistenza da
una cellula donatrice ad una accettatrice. Nel 1986, sono
stati scoperti gli Integroni: sequenze di DNA contenent
numerosi geni per resistenze ad antibiotici non correlat
tra loro. Gli Integroni sono elementi di DNA mobili con
la capacité di catturare geni per proteine conferenti resi-
stenza e di ricombinare in modo sito specifico.

Le infezioni da Salmonella in ltalia provocano circa
12.000 casi/anno e rappresentano un importante proble-
ma di sanité pubblica sia per I'elevata morbosita, sia per
il peso economico che esse comportano. La prevenzione
inizia con piani di sorveglianza a livello di allevamento,
con |'chiettivo di ridurre il numero di portatori sani: I'eli-
minazione risulta attualmente obiettivo irraggiungibile
per alcune specie animali, specialmente avicole e suina.
Pertanto, la contaminazione con materiale intestinale, per
quanto limitata (Decisione 471/2001 CE), resterd sempre
possibile. Considerato che per dare luogo alla malattia,
il numero di Salmonelle ingerite da un soggetto in buo-
no stato di salute deve essere piuttosto cospicuo, diventa
cruciale impedire lo sviluppo del batterio sull’alimento
contaminato. E pertanto della massima importanza, ai
fini della prevenzione della Salmonellosi umana, il conte-
nimento del numero di salmonelle sull’alimento e, per gli
alimenti “freschi”, I'integrita della catena del freddo. (Unc
femperatura inferiore a +5,2 °C blocca la moltiplicazione
di Salmonella). La prevenzione si basa sulle comuni nor-
me igieniche che tutti dovrebbero osservare.

E stata condotta una ricerca avente come scopo la carot-
terizzazione molecolare di ceppi di Salmonella isolati da




alimenti, per i quali era stato preventivamente delineato il
pannello dell’antibictico resistenza mediante antibiogram-
ma classico. In tal modo si possono anche determinare
i tassi di resistenza o diverse classi di antibiofici comu-
nemente usati in clinica dei vari sierotipi di salmonella
di origine umana, animale, alimentore e ambientale. Le
infezioni enteriche veicolate da alimenti rappresentano un
importante problema di Sanita Pubblica in tutto il mondo.
In particolare, I'emergenza di resistenze ai farmaci antimi-
crobici in quei microrganismi responsabili delle principali
infezioni enteriche come Salmonelle, Campylobacter ed
E.coli verocitotossici propone nuovi problemi in materia
di controllo della circolazione di questi microrganismi nel-
I'ecosistema degli allevamenti intensivi. Lo prevenzione di
questo tipo di infezioni nell'vomo, con particolare riguardo
ad eventuali episodi epidemici, assume un ruolo di primo
piano per i potenziali riflessi negativi della chemio-anti-
biotico-resistenza sulle opzioni terapeutiche disponibili in
ambito umano. Dati oftenuti da studi effettuati negli ultimi
anni anche nella nostra area geografica documentano
la circolazione di cloni multiresistenti di alcuni sierotipi di
Salmonella epidemiologicamente legate agli animali da
allevamento. S.typhimurium DT 104 multiresistente (MDR)
in particolare, & frequentemente rinvenuta come agente
responsabile di enterite nell'uomo, ma anche altri sierotipi:
Agona, Blockley, Brandenburg, Hadar etc., sembrano ac-
quisire un ruolo crescente di veicolo di determinanti di resi-
stenza tra le due nicchie ecologiche, animale ed umana. La
ricerca da noi infrapresa costituisce il punto di partenza per
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’oftimizzazione di un sistema molecolare in grado di inda-
gare |'esistenza di caratteri di resistenza nei ceppi isolati,
gia caratterizzati da un punto di vista microbiologico con
il classico anfibiogramma. Nello stesso tempo, la ricerca
permette la valutazione del rischio e la  pianificazione di
efficaci strategie preventive nel settore umano, alimentare e
veterinario. | risultati fin qui raggiunti, sono assolutamente
preliminari in quanto sono stati condotti solo su 9 ceppi
dei tanti isolati e gia caratterizzati microbiologicamente.
Gli esperimenti eseguiti hanno peré contribuito alla stan-
dardizzazione del protocollo di indagine molecolare per
I'individuazione degli elementi conferenti resistenza a uno
o piu antibiotici. Tramite PCR abbiamo evidenziato la pre-
senza di integroni di taglia variabile. Come gia descritto
prima, l'individuazione degli infegroni unitamente ai dati
degli antibiogrammi, sono indicativi della resistenza di tali
batteri a uno o pib anfibiotici. Sulla base di tali ipotesi si &
quindi proceduto alla ricerca dei geni di resistenza specifici
(geni del gruppo delle tetracicline e degli aminoglicosidi) in
tutti e 9 i ceppi di Salmonella. | prodotti ottenuti sono stati
purificati e sequenziati. Praticamente tutti i ceppi esaminati
hanno mostrato la presenza di integroni di varie dimensio-
ni confermata poi dal ritrovamento dei geni di resistenza
alle tefracicline o agli aminoglicosidi. Ulteriori studi sono
ancora in corso per la ricerca di altri geni di resistenza.
Una migliore comprensione del meccanismo molecolare
dell’antibiotico resistenza e della sua diffusione pud con-
tribuire oll’aftuazione di nuove strategie di intervento per
ridurre la loro progressione.
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