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a resistenza antimicrobica € uno dei rischi piu significa-
tivi, in quanto la diminuzione della sensibilita dei mi-
crorganismi ai farmaci comunemente usati si ripercuote
sempre piu sulla salute umana, animale e dell’ambiente [1-3].
Questo fenomeno impatta anche sulla gestione degli animali da
reddito e I’attenzione € sempre maggiore nei prodotti alimen-
tari che da essi derivano [4-6]. Il monitoraggio della resistenza
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antimicrobica nella catena alimentare € stato istituito dalla
Direttiva UE 2003/99 sulle zoonosi e agenti zoonotici [7]. La
Commissione europea, sotto la guida scientifica dell’ Autorita
Europea per la Sicurezza Alimentare (EFSA), ha fornito infor-
mazioni e decisioni preziose per la definizione di popolazioni
animali, categorie alimentari e pericoli microbiologici legati
al fenomeno [8].
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Un buon bioindicatore per il monitoraggio dell’antimicrobico
resistenza & Escherichia coli (E. coli), in quanto batterio ubi-
quitario e commensale del tratto intestinale dell’uomo e degli
animali a sangue caldo, in grado di acquisire resistenze mul-
ti-farmaco per le sue caratteristiche morfologiche e replicative
[9,10]. Le carni di maiale e di pollame sono state identificate
come fonte di trasferimento all’'uomo di microrganismi resi-
stenti agli antimicrobici e, una recente indagine, ha stimato
che esiste una probabilita dell’1,5% di esposizione a E. coli
resistenti attraverso il consumo di carne [11].

Gli alimenti di origine animale possono essere contaminati,
da batteri resistenti agli antimicrobici, in fase di macella-
zione degli animali o di lavorazione e manipolazione degli
alimenti. Ad aumentare il rischio interviene la capacita dei
batteri di trasferire, ad altri, componenti genetiche legate
all’antibiotico resistenza attraverso la coniugazione. La ma-
nipolazione degli alimenti di origine animale e la crescente
domanda di carne cruda, da parte del consumatore finale,
aumentano il rischio di contaminazione crociata tra alimenti
[12]. Come noto, i processi di trasformazione degli alimenti
prolungano la durata di conservazione dei prodotti, cio-
nonostante, le cellule batteriche stressate o danneggiate in
modo sub-letale possono essere una fonte di DNA batterico
libero, compresa I’eventuale presenza di geni di resistenza
antimicrobica [11, 13].

L’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) ha classificato
alcuni agenti antimicrobici come “Antimicrobici di Importanza
Critica” (CIA) per la salute umana, definendo il rischio legato
all’uso di questi farmaci [14].

Le molecole antimicrobiche impiegate nel presente studio
sono CIA ad “alta o altissima priorita”, appartenenti alle
classi dei B-lattamici (cefalosporine di 3" e 4° generazione,
carbapenemi, monobattami e penicilline), chinoloni, amino-
glicosidi, polimixine e glicilcicline. Questa classificazione si
basa sulla disponibilita di terapie antimicrobiche alternative
per il trattamento di infezioni batteriche gravi, in particolare
nei confronti dei microrganismi che possono essere trasmessi
all’'uvomo o acquisire geni di resistenza da una fonte non umana
[15]. Dal 2010 al 2020 le vendite di antimicrobici veterinari
sono diminuite del 30% [16, 17], nonostante cio, I’Italia &
uno dei Paesi dell’Unione Europea con le maggiori vendite
di antimicrobici veterinari, dopo Germania, Spagna, Regno
Unito, Francia e Polonia [18].

Il seguente studio & stato quindi progettato e condotto fo-
calizzandosi sulla filiera alimentare della carne suina in una
prospettiva “from farm to fork”. Le feci, le carcasse e i prodotti
carnei (carne fresca, prodotti carnei stagionati e fermentati) di
suino sono stati analizzati lungo P’intera catena di produzione
alimentare. Sono stati isolati e testati E. coli, per valutarne i
profili di antibiotico resistenza e le similitudini filogenetiche.
E stato, quindi, studiato il potenziale coinvolgimento delle
fasi di produzione degli alimenti nella trasmissione di batteri
resistenti agli antimicrobici al consumatore [19].
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I campioni, raccolti nel periodo 2020-2022, da otto diversi
allevamenti suinicoli (A, B, C, D, E, E, G, H), siti nelle pro-
vince di Modena e Reggio Emilia (Emilia-Romagna, Italia),
comprendevano feci, carcasse e prodotti carnei (carne fresca,
prodotti carnei stagionati e fermentati). I campioni fecali sono
stati raccolti da 30 suini, per azienda, utilizzando tamponi
rettali. Ogni suino € stato contrassegnato con una marca au-
ricolare e seguito nella filiera di produzione alimentare. L'uso
di trattamenti antimicrobici sugli animali & stato monitorato
per i quattro mesi precedenti la macellazione, mediante la
raccolta di prescrizioni elettroniche.

I capi selezionati sono stati indagati anche in fase di macella-
zione e dalle carcasse sono stati prelevati campioni, mediante
I’impiego di spugne pre-inumidite (norma ISO 17604:2015
[20], Reg. CE 2073/05 [21]). Sono state inoltre, prelevate
porzioni di carne fresca (25 g) e parti di carcassa destinate
alla produzione di prodotti carnei stagionati (coppa/pancet-
ta) e fermentati (salame). I prodotti sono stati campionati,
esclusivamente, dai capi che avevano mostrato la presenza
di batteri antibiotico resistenti dai tamponi fecali. I prodotti
carnei trasformati sono stati analizzati al termine dei processi
di stagionatura (coppa, pancetta) e di fermentazione (salame).
Il numero totale di campioni raccolti & stato di 245 tamponi
fecali, 225 spugne, 62 campioni di carne fresca, 15 prodotti
stagionati e 7 prodotti fermentati. Tutti i campioni sono stati
inviati all’Unita Operativa di Ispezione degli Alimenti di Ori-
gine Animale, Dipartimento di Scienze Medico-Veterinarie,
Universita di Parma.

A seguito dell’arricchimento dei campioni sono stati isolati
e identificati gli E. coli, come indicato dalla norma UNI EN
ISO 16649-2:2001 [22] € la stessa procedura € stata applicata
a tutte le matrici campionate.

E. coli sono stati sottoposti a test di suscettibilita antimicrobi-
ca, nei confronti di una serie di molecole di seguito riportate,
definendone la Concentrazione Minima Inibente (MIC) [23]:
- B-lattamici: meropenem (MERO: sensibile (S)<0,25 - resi-
stente (R)>8), piperacillina/tazobactam (P/T4: S<8 - R>16),
amoxicillina/clavulanico (AUGC: S<8 - R>8), ceftolozane/
tazobactam (C/T4: S<1 - R>1), cefotaxime (FOT: S<1 - R>2),
ceftazidime (TAZ: S<1 - R>4), ceftazidime/tazobactam (CZA:
S<8 - R>8), imipenem (IMI: S< 2 - R>8), ertapenem (ETP: S<
0,5 - R>1); aztreonam (AZT: S<1 - R>4);

- aminoglicosidi: amikacina (AMI: S<8 - R>16), gentamicina
(GEN: S<2-R>4), tobramicina (TOB: S<2 - R>4);

- chinoloni: ciprofloxacina (CIP: $<0,25 - R>0,5);

- polimixina: colistina (COL: S<2 - R>2);

- glicilciline: tigeciclina (TGC: S<1 - R>2);

- sulfamidici: sulfametossazolo/trimetoprim (SXT: S<2 -R>4).
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Tutti i ceppi, che hanno mostrato lo
stesso pattern di resistenza nelle feci,
nelle carcasse e nei prodotti carnei
freschi e trasformati isolati dallo
Stesso capo, sono stati sottoposti ad
analisi filogenetica al fine di valuta-
re la possibile trasmissione “from
farm to fork”. La determinazione
della somiglianza filogenetica degli
isolati € stata eseguita utilizzando la
Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus PCR (ERIC-PCR), come
descritto da Ventura et al. 2003 [24].
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Figura 1. Prevalenza di E. coli resistenti agli antimicrobici isolati da feci, carcasse e prodotti

a base di carne

E. coli ¢ stato isolato da campioni
fecali (243 su 245), di carcasse (225
su 225), di carne fresca (62 su 62), di
prodotti fermati (7 su 7) e prodotti
stagionati (8 su 15).

Le resistenze antimicrobiche sono state maggiormente rilevate
nei confronti delle molecole SXT, TOB e GEN, come riportato
nella figura 1.

In particolare, circa il 60% degli E. coli isolati dalle feci e
dalle carcasse ed in media il 36% degli isolati dai prodotti
carnei sono risultati resistenti a SXT. La resistenza a TOB &
stata osservata circa nel 50%, nel 40% e nel 30% degli E.
coli isolati rispettivamente da feci, carcasse e prodotti carnei.
La resistenza alla GEN ¢ stata rilevata nel 30%,20% e 11%
degli E. coli isolati lungo la catena alimentare (feci, carcasse e
prodotti carnei). Degli isolati dalle feci, solo un ceppo (0,4%)
¢ risultato resistente a MERO e uno (0,4%) resistente a TAZ.
Solo un E. coli isolato dalle carcasse (0,4%) ha mostrato
resistenza a FOT. La presenza di isolati da feci e carcasse
resistenti a AZT, TGC o COL non ¢ stata riscontrata invece
nei ceppi isolati da prodotti carnei (Figura 1). Tutti gli isolati
individuati lungo la catena alimentare hanno mostrato una
sensibilita a C/T, P/T4, CZA, IMI, EPT.

I pattern di resistenza antibiotica manifestati dagli isolati,
lungo P’intera catena alimentare (feci, carcasse, prodotti car-
nei), sono di seguito riportati: SXT; SXT-TOB; AMI-GEN-
TOB-SXT. Le similitudini filogenetiche tra i microorganismi
che presentavano questi profili sono state valutate a livello
biomolecolare (tabella 1).

Nell’azienda A, ¢ stata rilevata la resistenza a SXT in isolati
da feci, carne fresca e prodotti stagionati del Capo 3 e sono
state confermate somiglianze filogenetiche tra i diversi ceppi.
Inoltre, nello stesso allevamento, ¢ stata rilevata la stessa re-
sistenza in E. coli di provenienza fecale, di carcasse e di carne
fresca nel Capo 8. In questo caso, le somiglianze filogenetiche
sono state riscontrate solo tra gli isolati da feci e carcasse.
Negli allevamenti C e G sono stati trovati E. coli resistenti a
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MERO=meropenem, AUGC= amoxicillina/clavulanico, C/T4= ceftolozane/tazobactam,
FOT=cefotaxime, TAZ=ceftazidime, CZA= ceftazidime/tazobactam, IMI=imipenem, ETP=er-
tapenem, AZT=aztreonam, AMI=amikacina, GEN=gentamicina, TOB=tobramicina, CIP=ci-
profloxacina, COL=colistina, TGC=tigeciclina, SXT=solfametossazolo/trimetoprim.

SXT nei campioni di carcasse e nei relativi campioni di carne
fresca (rispettivamente Capo 44 e Capo 57) e le somiglianze
filogenetiche sono state confermate.

Il pattern di resistenza SXT-TOB é stato il piu frequentemente
riscontrato. Infatti, negli allevamenti B e H sono stati trovati
ceppi di E. coli resistenti nelle carcasse e nei campioni di carne
fresca del Capo 34 e del Capo 9 rispettivamente (come mostra-
to nella tabella 1) ma nessuna somiglianza filogenetica é stata
evidenziata. Nell’azienda C, un E. coli isolato dalle feci (Capo
27) e uno da carcassa (Capo 21) presentano lo stesso pattern
SXT-TOB degli isolati di carne fresca (Capo 27 e 21 rispet-
tivamente) ma solo gli isolati dal Capo 27 hanno presentato
somiglianze filogenetiche. Nell’azienda G, due ceppi di E. coli
fecali (Capo 51 e Capo 52) hanno mostrato lo stesso pattern
di resistenza dei loro prodotti carnei (carne fresca e prodotti
fermentati) con conferma di somiglianze filogenetiche. Nel
Capo 55 appartenente alla stessa azienda, sono stati trovati
ceppi resistenti a SXT-TOB lungo tutta la catena alimentare
ma solo gli isolati da feci e da carcasse sono risultati filoge-
neticamente correlati. Il pattern AMI-GEN-TOB-SXT é stato
riscontrato in E. coli isolati dalle feci e dalla carne fresca del
Capo 46 nell’azienda F (tabella 1) ma nessuna somiglianza
filogenetica é stata evidenziata.

I dati ottenuti sono stati confrontati con le informazioni
ricavate dalle prescrizioni elettroniche, raccolte ma nessun
trattamento antimicrobico € stato somministrato durante il
periodo indagato.

I batteri commensali negli animali sono attualmente ricono-
sciuti come un serbatoio di antimicrobico resistenza e, allo
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Tabella 1. E. coli AMR isolati nell’intera catena alimentare (feci, carcasse e prodotti carnei dello stesso capo suino)

Allevamento | Pattern resistenza | Feci Carcasse | Carne fresca | Prodotti carnei fermentati | Prodotti carnei stagionati
A SXT Capo 3 Capo 3 Capo 3
Capo8 | Capo8 Capo 8
SXT-TOB Capo 34 | Capo 34
SXT Capo44 | Capo 44
SXT-TOB Capo 27 Capo 27
Capo21 | Capo?21
I3 AMI-GEN TOB-SXT | Capo 46 Capo 46
G SXT Capo 57 | Capo 57
Capo 51 Capo 51
SXT-TOB Capo 52 Capo 52
Capo 55 | Capo 55 | Capo 55
H SXT-TOB Capo 9 Capo 9

stesso tempo, una fonte di trasmissione. Tuttavia, il ruolo della
trasmissione longitudinale di questi batteri direttamente dal
bestiame all’'uomo, attraverso il consumo dei loro prodotti
carnei, € ancora poco conosciuto [25]. Ad amplificare il feno-
meno interviene la sempre piu elevata richiesta di cibi pronti,
di carne cruda o non adeguatamente cotta [26]. La Decisio-
ne 2013/652/UE della Commissione Europea [27], esorta al
monitoraggio della resistenza antimicrobica in E. coli nelle
principali popolazioni di animali da produzione alimentare
e nei loro prodotti derivati.

Il rapporto EFSA/ECDC, 2022 [28], riporta valori di resistenza
elevati all’ampicillina, al sulfametossazolo, al trimetoprim e
alla tetraciclina, in tutte le categorie di animali in Europa.

I risultati evidenziati nel presente studio confermano par-
zialmente tali dati. Infatti, risulta paragonabile la resistenza
al sulfametossazolo mentre sono stati rilevati piu alti livelli
di resistenza agli aminoglicosidi (GEN e TOB). A supporto,
altri studi hanno mostrato la presenza di E. coli resistenti agli
aminoglicosidi nella carne suina al momento della macellazio-
ne, associati a resistenze alla penicillina e alla tetraciclina [29,
30]. I dati relativi alla resistenza alla colistina, all’azitromicina,
al cefotaxime, al ceftazidime mostrano una minor diffusione
del fenomeno, come riportato anche in altri Paesi Europei.
Nessuna resistenza ¢ stata evidenziata in Europa nei confronti
del meropenem, rilevata invece nel nostro studio in un solo
ceppo isolato dalle feci [28].

Complessivamente, i dati hanno mostrato un esiguo nume-
ro di filiere che presentavano ceppi batterici con profili di
antimicrobico resistenza simili (12/243) ma su queste, I’in-
dagine filogenetica, mostra il 50% di similitudini batteriche
che coinvolgevano i prodotti carnei. Tra queste, le relazioni
filogenetiche sono state riscontrate piu frequentemente con
coinvolgimento degli isolati da carne fresca. In particolare, in
tre casi, sono state ritrovate similitudini tra E. coli fecali ed
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isolati da carne fresca (Capo 3,27, 51) ed in due casi tra isolati
da carcasse e carne fresca (Capo 44 e Capo 57). Solamente
in due filiere le relazioni riscontrate, hanno coinvolto anche
il prodotto carneo stagionato (Capo 3, 52).

Diversi studi condotti negli Stati Uniti ed in Europa hanno
messo in evidenza legami tra microrganismi isolati dalla carne
di pollame, maiale e il consumatore finale [30-32].

In particolare, la carne di maiale puo essere un serbatoio
di batteri resistenti agli antimicrobici che possono essere
trasferiti intra ed inter-specie [29]. La sorveglianza della re-
sistenza antimicrobica nella catena di produzione del suino,
attraverso la tipizzazione di sequenze multilocus (MLST) e
il sequenziamento dell’intero genoma ha fornito prove di
somiglianze genetiche con isolati da infezioni umane noso-
comiali [33, 34].

Questo studio ha evidenziato che & possibile riscontrare la
presenza di batteri antibiotico resistenti nei prodotti alimen-
tari, tuttavia, i prodotti carnei trasformati sono risultati, solo
occasionalmente, portatori di E. coli antibiotico-resistenti.
Questo dato conferma che la trasformazione (stagionatura
o fermentazione) & sicuramente un processo tecnologico
idoneo per il contenimento del fenomeno. E inoltre dovero-
so sottolineare che la ricerca non ha valutato la potenziale
contaminazione crociata, legata alla manipolazione e alla
lavorazione degli alimenti da parte dei consumatori, che
notoriamente, puo rappresentare un ulteriore fattore di
rischio [335, 36].

In conclusione, i dati mostrano che il maggior rischio di tra-
smissione di batteri antibiotico resistenti al consumatore &
connesso alla matrice carnea fresca, rispetto ai prodotti carnei
stagionati e fermentati. Indagini condotte a livello europeo
riportano che, meno della meta dei consumatori, identificano
i prodotti carnei come una via trasmissione di batteri resi-
stenti agli antibiotici [36-38]. Cio rafforza, in un’ottica One
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Health, "importanza della comunicazione chiara ed efficace
dei rischi legati all’antibiotico resistenza nella filiera di pro-
duzione alimentare.
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