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SUMMARY

Tetracyclines are broad-spectrum agents, exhibiting activity against a wide range of gram-positive and gram-neg-
ative bacteria and are currently used for therapy and prophylaxis of human infections and for the prevention and
control of bacterial infections in veterinary medicine. Streptomycin has only limited current usage in clinical med-
icine, but this antibiotic remains important for therapeutic and growth promotion in animals and for the bacte-
rial disease control in plants. The increasing incidence of resistance to streptomycin and tetracyclines has been
reported worldwide in Salmonella spp. of human and animal origin.

Fifty-eight multidrug-resistant Salmonella enterica strains of twenty different serotypes, were chosen among the
collection of multidrug-resistant strains isolated from animals and food of animal origin at the Istituto
Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie and at the Istituto Zooprofilattico Sperimentale dellAbruzzo e
Molise, during their routine surveillance activity in the 2000 and 2001 period.All strains showed resistance to at
least three different antimicrobials: tetracycline and streptomycin resistances represent the 98% and 95% of the
strains, respectively. Salmonella isolates were analyzed for the presence of genetic determinants conferring strep-
tomycin and tetracyclines resistance by PCR for the tet(A) and strA-strB genes, respectively. The strA-strB genes
were highly prevalent in Salmonella strains of our collection, being detected in the 83% of the streptomycin resist-
ant strains; the 68% of the tetracycline resistant strains were tet(A) gene positive, indicating that this gene is
widely diffused in Salmonella strains circulating in animals in Italy.

Two prevalent repN- and repll-resistance plasmids were identified in Salmonella isolates of our collection. In
many strains, the strA-strB genes were linked to a particular Tn5393-derivative transposon, characterized by the
presence of the insertion sequence IS/ /33. The IS/ [33-variant was previously described in Erwinia amylovora
strains from plant sources. The identification of the Tn5393:IS/ /33 element in Salmonella suggests novel sce-
narios of resistance transmission among zoonotic and plant pathogens.

INTRODUZIONE

I dati di sorveglianza raccolti in questi ultimi anni
in Italia e in Europa mostrano un preoccupante
aumento delle resistenze agli antibiotici nei vari
sierotipi di Salmonella enterica. In particolare ¢
in costante incremento in tutti i sierotipi, la resi-
stenza ad antibiotici quali le tetracicline e la strep-
tomicina (2, 20). Le tetracicline oltre ad essere
utilizzate nel trattamento di infezioni umane
sostenute da batteri Gram positivi e Gram negati-
vi, sono ampiamente usate in campo veterinario
per la prevenzione ed il controllo di infezioni bat-
teriche in zootecnia e in agricoltura (3). La strep-
tomicina ha un uso terapeutico limitato nell’uo-
mo, ma ¢ importante come promotore di crescita
e viene utilizzata come agente terapeutico negli
animali e per il controllo delle malattie batteriche
nelle piante (14).

I geni piu diffusi che conferiscono la resistenza
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alle tetracicline nei batteri Gram negativi sono i
geni tet(A), tet(B) e tet(G) (6). La resistenza alla
streptomicina ¢ stata descritta frequentemente
associata alla presenza dei geni strA-strB, spesso
veicolati da piccoli plasmidi non coniugativi (15).
I geni che conferiscono la resistenza ad altri ami-
noglicosidi sono invece piu spesso localizzati in
elementi genetici noti come integroni (7), ampia-
mente diffusi nelle Enterobacteriaceae e in
Pseudomonas. Questi elementi hanno la capacita
di acquisire cassette geniche e di integrarle sotto
il controllo di un’unita trascrizionale in grado di
promuoverne ’espressione (8).

Lo scopo di questo lavoro ¢ stato quello di identi-
ficare i geni di resistenza, in particolare quelli che
conferiscono la resistenza alla streptomicina ed
alle tetracicline e gli integroni, in ceppi multiresi-
stenti di S. enterica isolati in Italia da animali
d’allevamento e da alimenti di origine animale.
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Sono stati inoltre analizzati i meccanismi genetici
responsabili della diffusione di queste resistenze
fra i diversi sierotipi, caratterizzando i plasmidi di
resistenza.

MATERIALI E METODI

Ceppi di Salmonella

Cinquantotto ceppi di S. enterica non correlati
epidemiologicamente, sono stati scelti fra un tota-
le di 835 stipiti multiresistenti isolati presso
I’Istituto Zooprofilattico Sperimentale (IZS) delle
Venezie (1ZS-VE) e I'lZS dell’ Abruzzo e Molise
(IZS-AM) negli anni 2000 e 2001 da animali e da
alimenti di origine animale destinati all’alimenta-
zione umana. | ceppi studiati appartenevano a 20
sierotipi differenti, di cui i sierotipi Hadar (12
ceppi), Blockley ed Heidelberg, (6 ceppi per cia-
scun sierotipo), Derby (5 ceppi) e Typhimurium
(4 ceppi) erano piu rappresentati; i rimanenti sie-
rotipi (Agona, Anatum, Bredeney, Colorado,
Enteritidis, Give, Infantis, Kisii, Livingstone,
London, Panama, Saintpaul, Senftenberg,
Tshiongwe e Virkow) rappresentavano ciascuno
meno del 5% del totale dei ceppi. I ceppi sono
stati scelti tra quelli che presentavano la resisten-
za ad almeno tre antibiotici (aminoglicosidi, tetra-
cicline, trimethoprim e B-lattamici) e che prove-
nivano da fonti animali diverse. Tutti i ceppi di
Salmonella erano stati isolati, identificati biochi-
micamente e sierologicamente secondo procedure
standardizzate (10). La sensibilita agli antibiotici
era stata determinata mediante il metodo di diffu-
sione in agar (12). Il pannello di antibiotici sag-
giati comprendeva colistina (10ug), acido nalidi-
xico (30ug), ampicillina (10ug), cefotaxime
(30ng), ciprofloxacina (5ug), enrofloxacina
(5ug), cloramfenicolo (30ug), gentamicina
(10ng), kanamicina  (30ug), streptomicina
(10pg), sulfonamidi (300ug), tetraciclina (30ug),
trimethoprim-sulfametoxazolo  (1.25/23.75ug),
amoxicillina-acido clavulanico (30ug), cefaloti-
na (30ug) e neomicina (30ug).

Coniugazione batterica

Per dimostrare il trasferimento dei geni di resi-
stenza sono stati eseguiti esperimenti di coniuga-
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zione usando come cellula ricevente il ceppo
mutante Escherichia coli K-12 CSH26 resistente
alla rifampicina o all’acido nalidixico (11). I
transconiuganti sono stati selezionati su piastre di
Luria Bertani contenenti 100 pug/ml di rifampici-
na (o 40 ug/ml di acido nalidixico) e 30 ug/ml di
streptomicina o 30 ug/ml di tetraciclina o, infine,
50 ug/ml di ampicillina. Sui transconiuganti otte-
nuti € stato eseguito un antibiogramma per verifi-
care quali resistenze fossero state trasferite.
Studio di geni di resistenza e integroni
L’estrazione del DNA totale & stata effettuata
secondo il metodo di Ezaki (5), mentre il DNA
plasmidico ad alto peso molecolare ¢ stato estrat-
to mediante il sistema di purificazione Concert™
High Purity Plasmid (Life Technologies, 1).

Le reazioni di PCR sono state effettuate preparan-
do una miscela di reazione contenente, in 25 ul di
volume finale, i seguenti reagenti: 300 ng di
DNA, 200 uM di dNTP, 1 uM di ogni coppia di
oligonucleotidi, 1x PCR buffer e 1.25U di Taq
DNA-polimerasi (Roche Diagnostic). Per la ricer-
ca del gene tet(4) sono stati utilizzati gli oligonu-
cleotidi TetAF (5’-GTAATTCTGAGCACTGT-
3”) e TetAR (5’-CCTGGACAACATTGCTT-3),
per i geni strA-strB sono stati utilizzati strAF (5°-
AGCAGAGCGCGCCTTCGCTG-3") e strBR
(5’-CCAAAGCCCACTTCACCGAC-3).

Le cassette geniche localizzate negli integroni
sono state amplificate con la coppia di oligonu-
cleotidi 5’CS (5’-GGCATCCAAGCAGCAAG-
3’) e 3°CS (5’-AAGCAGACTTGACCTGA-3’).
La ricerca per PCR dei gruppi di incompatibilita
Incl e IncN ¢ stata eseguita mediante ['uso degli
oligo I1 (5’-CGGGACAGGATGTGCAA-3’), 12
(5’-ACTTCAGGCTCCTTACGGG-3’), N1 (5°-
AGTTCACCACCTACTCGCTCCG-3") e N2
(5’-CAAGTTCTTCTGTTGGGATTCCG-3"),
rispettivamente. L’analisi per PCR della presenza
del trasposone Tn5393::IS7133 ¢ stata eseguita
con gli oligo smAR (5’-TCCTCCTGCCAGTT-
GATCAC-3’) e IS1133F (5’-GATTGGCTGGG-
CAACAGGTGA-3’). Gli ampliconi sono stati
purificati con il Qiagen PCR Purification kit
(Qiagen, Milano, Italia), e sequenziati. Le sequen-

Tabella 1. Caratteristiche genetiche delle Salmonelle analizzate in questo studio

Caratteristiche genetiche® IZS-VE n=36

1ZS-AM n=22 Totali n=58

tet(A)+ / Te* 24/35 (68.5%)

14/22 (63.6%) 38/57 (68.0%)

strA-strB+ / Sm*? 32/35 (91.4%)

14/20 (70.0%) 46/55 (83.0%)

Integroni 11/36 (30.5%) 6/22 (27.2%) 17/58 (29.0%)
Plasmidi IncN 13/36 (36.0%) 2/22 (9.0%) 15/58 (25.8%)
Plasmidi Incl 6/36 (16.6%) 2/22 (9.0%) 8/58 (13.8%)

strA+ /IS1133 10/32 (31.2%)

6/14 (42.8%) 16/46 (34.8%)

a+

: positivo per la presenza del gene; Te®: no. di ceppi tetraciclina resistenti; Sm*; no. ceppi streptomicina
resistenti; IS/ /33: no. ceppi positivi per il trasposone Tn5393::1S1133.
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ze sono state eseguite in un sequenziatore auto-
matizzato 373 (Perkin-Elmer, Foster City, Calif.)
presso la ditta M-Medical (Pomezia, Italia).
L’analisi delle sequenze nucleotidiche ottenute ¢
stata effettuata con il programma NCBI “BLAST”
(Versione 2.0) (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Analisi dei plasmidi

L’analisi dei plasmidi ¢ stata eseguita mediante
digestione con l’enzima di restrizione EcoRI. I
frammenti di restrizione sono stati separati e
visualizzati mediante una corsa elettroforetica in
gel d’agarosio allo 0.8% in tampone TAE 1x (40
mM Tris-HCI, 0.1mM EDTA, pH 8.0), a voltag-
gio costante di 15V/cm per 14 ore, poi trasferito
su membrana di nylon (16).

Gli esperimenti di ibridazione sono stati condotti
secondo procedura standard (13). La determina-
zione dei gruppi d’incompatibilita dei plasmidi ¢
stata eseguita come descritto da Couturier et al.
(4), mediante 1’uso di sonde specifiche gentil-
mente fornite dal Prof. W.K. Maas, per i seguenti
gruppi d’incompatibilita: FIA, FIB, FII, 11, B/O,
K, HI1, HI2, L/M, N, P, W, Y e X.

RISULTATI

Caratteristiche di resistenza agli antibiotici dei
ceppi esaminati

I ceppi studiati mostravano resistenza ad almeno
tre differenti antibiotici: 55/58 ceppi (95%) erano
resistenti alla streptomicina, 57/58 (98%) alla
tetraciclina e il 66% dei ceppi era resistente
all’ampicillina. Il 40% dei ceppi era resistente
all’amoxicillina-acido clavulanico. La percentua-
le di resistenza alla gentamicina era del 26%,
mentre quelle alla kanamicina ed alla neomicina
rappresentavano rispettivamente il 41% ed il 29%
del totale dei ceppi. Il 52% degli stipiti esaminati
era resistente ai sulfonamidi, mentre il 33% dei
ceppi erano resistenti al trimethoprim. Le resi-
stenze piu diffuse nella collezione studiata riguar-
davano quindi la streptomicina (S), la tetraciclina
(T) e ’ampicillina (A). In particolare, 39 ceppi,
pari al 62% del totale, mostravano un fenotipo di
resistenza multipla R-STA.

Ricerca dei geni di resistenza alla streptomici-
na e tetraciclina e di integroni mediante PCR
Su tutti i ceppi di Salmonella resistenti alla tetra-
ciclina ¢ stata effettuata una PCR con la coppia di
oligonucleotidi TAF-TAR, specifica per il gene
tet(A). Dei 57 ceppi di Salmonella resistenti alla
tetraciclina, 38 isolati (68%) sono risultati positi-
vi all’amplificazione del gene tet(A) (Tabella 1).
Dei 55 ceppi di Salmonella resistenti alla strepto-
micina, 46 (83%) hanno mostrato la presenza dei
geni strd-strB, mediante PCR con gli oligonu-
cleotidi SAF e SBR (Tabella 1).

Diciassette dei 58 stipiti (29%) di Salmonella ana-
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lizzati sono risultati positivi per la presenza di
integroni di classe 1. Gli ampliconi ottenuti sono
stati completamente sequenziati per determinare
il tipo di cassette geniche contenute. I geni piu
diffusi localizzati sugli integroni sono risultati
aadAl e aadA2, responsabili della resistenza alla
streptomicina e spectinomicina, e dfr4l, codifi-
cante la resistenza al trimethopim.

Analisi dei plasmidi di resistenza

Allo scopo di verificare la trasmissibilita delle
resistenze dei geni strA-strB e tet(A) e degli inte-
groni, sono stati effettuati degli esperimenti di
coniugazione batterica di 27 ceppi della collezio-
ne. Questi ceppi erano rappresentativi di 15 diffe-
renti sierotipi presenti nella collezione, prove-
nienti da varie fonti d’isolamento ed includevano
stipiti sia positivi che negativi agli integroni ed ai
geni di resistenza strd-strB e tet(A). Sono stati
ottenuti 9 transconiuganti per i quali ¢ stata dimo-
strata una localizzazione plasmidica degli inte-
groni e dei geni tetA e strA-strB.

Al fine di approfondire ulteriormente lo studio dei
plasmidi di resistenza coniugativi, sono stati scel-
ti quattro transconiuganti (T27/30, T17/25, T17/1
e T17/19) per I’analisi del profilo di restrizione
plasmidico e per la determinazione del gruppo di
incompatibilita.

La figura 1 mostra 1’analisi dei frammenti di
restrizione per 1’enzima EcoRI ed i risultati otte-
nuti sui plasmidi prototipo mediante ibridazione
con sonde specifiche per i geni strA-strB, tet(A) e
per il gene dell’integrasi int/l, associata agli inte-
groni.

Questa analisi ha permesso di localizzare i geni di
resistenza e gli integroni in specifiche bande pla-
smidiche ¢ ha messo in evidenza la presenza di
plasmidi con profilo di restrizione simile in ceppi
diversi. La caratterizzazione del gruppo di incom-
patibilita ha permesso di rilevare che i plasmidi
contenuti nei transconiuganti T17/1 e T17/19
appartengono al gruppo d’incompatibilita N e
quelli dei ceppi T17/25 e T27/30 al gruppo d’in-
compatibilita I. Una volta identificati questi due
tipi di plasmidi nei transconiuganti prototipo,
sono state messe a punto PCR specifiche per i
gruppi di incompatibilita I e N allo scopo di iden-
tificare plasmidi analoghi eventualmente presenti
negli altri ceppi di Salmonella della collezione.
Mediante questa analisi si € potuto dimostrare che
13/36 (36%) e 6/35 (20%) ceppi tra quelli isolati
dall’IZS-VE presentavano plasmidi appartenenti
al gruppo d’incompatibilita N e al gruppo d’in-
compatibilita I, rispettivamente. Plasmidi IncN e
Incl sono stati ritrovati anche nella collezione di
ceppi dell’IZS-AM seppure rappresentati in misu-
ra piu ridotta (Tabella 1).

Al fine di caratterizzare meglio i plasmidi IncN, i
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piu diffusi negli isolati della nostra collezione,
sono state clonate e sequenziate le regioni plasmi-
diche fiancheggianti i geni strA-strB. Questa ana-
lisi ha evidenziato la localizzazione dei geni str4-
strB nel trasposone Tn5393. In particolare il gene
strd ¢ stato trovato associato alla sequenza d’in-
serzione I1S7133. E stata quindi messa a punto una
PCR per studiare la diffusione dell’elemento
[S7133 in tutti i ceppi della collezione. Sedici dei
46 ceppi positivi ai geni strd-strB (35%) hanno
mostrato [’associazione di questi geni alla sequen-
za di inserzione IS//33. Da notare che nel sieroti-
po Hadar il trasposone Tn5393::1S7/33 era molto
rappresentato essendo presente in 9 ceppi su 12.

1234 1234 1234

e o 0 e -
-

strA-strB Tnl721 intl1

Figura 1. Profili plasmidici di restrizione con I'enzima
EcoRI dei transconiuganti 17/1, 17/25, 27/30 e 17/19
(pannello A, corsie 1, 2, 3 e 4, rispettivamente). Ibridazioni
con i geni strA-strB (pannello B), il gene tet(A) (pannello C),
e lintegrasi intl | (pannello D).

DISCUSSIONE

Dall’analisi molecolare di ceppi multiresistenti di
Salmonella si possono ottenere informazioni utili
sulla diffusione dei geni di resistenza, sulla loro
origine e sui veicoli genetici responsabili della
resistenze agli antibiotici. Il dato piu significativo
che emerge dalla nostra analisi ¢ quello della pre-
senza di geni diffusi e ricorrenti che conferiscono
la resistenza alla streptomicina, strA-strB, ¢ alla
tetraciclina, fet(A). La diffusione di questi geni in
ceppi di Salmonella non correlati epidemiologi-
camente fra loro, appartenenti a sierotipi diversi,
isolati da fonti eterogenee di natura animale, non-
ché provenienti da regioni italiane geografica-
mente non confinanti, evidenzia quanto sia rile-
vante il ruolo del trasferimento orizzontale delle
resistenze. Infatti alcuni ceppi presentano questi
geni localizzati su plasmidi. La determinazione
del gruppo di incompatibilitd dei plasmidi si ¢
rivelata uno strumento molto efficace per eviden-
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ziare elementi genetici comuni, presenti in ceppi
non correlati. Il gruppo di incompatibilita rappre-
senta una caratteristica genetica che esprime il
grado di similitudine tra plasmidi diversi, indi-
candone l’appartenenza a famiglie conservate.
L’analisi ha messo in evidenza la presenza, nei
ceppi prototipo, di plasmidi del tipo Incl ed IncN.
La ricerca per PCR di plasmidi dei gruppi Incl e
IncN eseguita sull’intera collezione ha rivelato la
presenza di molti di questi repliconi nei ceppi pro-
venienti dal nord Italia ma anche, seppure con
minore frequenza, in quelli isolati nel centro-sud.
Questo dimostra la diffusione e la circolazione di
plasmidi comuni in sierotipi diversi di Sa/monella
della nostra collezione.

L’osservazione che molti dei geni str4-strB erano
localizzati nel trasposone Tn5393::1S17/33 ha per-
messo di formulare una interessante ipotesi sulla
possibile origine di questo determinante di resi-
stenza in Salmonella. Infatti questa variante di
trasposone era stata precedentemente descritta
solo in isolati di Erwinia amylovora, un patogeno
delle piante (9, 17, 18). La presenza in Salmonella
di trasposoni caratteristici dei patogeni delle pian-
te apre un nuovo scenario sul possibile scambio di
geni di resistenza tra batteri che colonizzano
ambienti completamente diversi. L’acquisizione
di queste resistenze, puo essere spiegata dal fatto
che Salmonella ¢ un batterio ubiquitario che cir-
cola nell’ambiente, negli animali e nell’uomo, e
che ha quindi la possibilita di venire in contatto
con batteri che colonizzano nicchie ecologiche
diverse, anche i patogeni delle piante, e di acqui-
sire mediante scambi orizzontali, plasmidi e altri
determinanti genetici.

In conclusione, 1’analisi molecolare dei ceppi ha
mostrato la presenza di pochi elementi genetici,
ma molto diffusi circolanti nei ceppi isolati dagli
animali in [talia, indicando quanto sia importante
per la diffusione della resistenza agli antibiotici, il
trasferimento orizzontale dei geni e gli scambi
genetici tra batteri
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