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Riassunto

L’obbiettivo del lavoro è di valutare i pro昀椀li di antibiotico–resistenza, le caratteristi-
che biomolecolari e sierologiche dei ceppi di Escherichia coli produttori di Shigatossina 

(STEC) isolati da suini in accrescimento con diarrea e sintomatologia riconducibile a 

malattia degli edemi. Sono stati isolati 50 ceppi di E. coli risultati essere produttori di 

Shigatossina STX2e  provenienti da suini in svezzamento (72%) ed in magronaggio 

(26%). Le lesioni anatomo-patologiche riscontrate erano caratterizzate da edema (32%), 

enterite catarrale-emorragica (26%) ed enterite catarrale (24%) e linfoadenite (6%). Il 

92% dei ceppi di STEC hanno presentato il fattore 昀椀mbriale F18 e il 34% apparteneva-

no al sierogruppo O139. Una elevata percentuale di ceppi è risultata essere resistente 

a Tetraciclina (92%), Amoxicillina (92%), Neomicina (90%), Doxicilina (90%), Sulfa-

midico/Trimethoprim (86%), Cefaloridina (82%), Sulfadiazina (82%). Il 74% dei ceppi 
STEC si sono dimostrati resistenti contemporaneamente ad un numero superiore a 9 

antimicrobici e il 64% appartenenti alle classi di multiresistenza comprese tra 10 e 14. 

Abstract 

The aim of this study is to determine the antimicrobial susceptibility pro昀椀les of Shiga-
toxin producing Escherichia coli (STEC) isolated in growing pigs clinically affected 

by edema disease and diarrea. 50 STEC strains have been isolated in weaning (72%) 

and growing-昀椀nishing pigs (26%) with anatomo-pathological lesions related to edema  
(32%), catarrhal-hemorrhagic enteritis (26%), catarrhal enteritis (24%) and lymphadeni-

tis (6%). The STEC often have the F18 昀椀mbrial factor (92%) and sometimes belong to 
serogroup O139 (34%). A high percentage of strains was resistant to Tetracycline (92%), 

Amoxicillin (92%), Neomycin (90%), Doxicilina (90%), Sulfonamide / Trimethoprim 

(86%), Cephaloridine (82%), Sulfadiazine ( 82%). 74% of STEC were simultaneously 
resistant to antimicrobials number greater than 9 and 64% is included in multidrug resis-

tance patterns between 10 and 14.  

INTRODUZIONE: 

I ceppi di Escherichia coli con potenziale patogeno sono distinti in patotipi intestinali 

ed extra intestinali. Nel primo patotipo sono inclusi i ceppi enterotossici (ETEC), en-

teropatogeni (EPEC),  produttori di Shigatoxina (STEC) che possono essere indicati 

come verocitotossici (VTEC) o enteroemorragici (EHEC), enteroaggregativi (EAEC), 
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enteroinvasivi (EIEC) e diffusamente aderenti (DAEC). Al patotipo extra intestinale ap-

partengono i ceppi uropatogeni (UPEC), necrotossigeni (NTEC) e setticemici (SEPEC) 

(15).  La patogenicità dei ceppi di E.coli è legata a diversi fattori quali la capacità ade-

siva, la produzione di tossine e l’antibiotico resistenza (3, 5). Nei ceppi di E. coli rico-

nosciuti patogeni negli animali prevalgono gli antigeni 昀椀mbriali  F4, F5, F6, F41,F18 
(8, 19).   Gli STEC sono oggi considerati importanti sia per la salute umana che per la 
sanità animale. Nell’uomo possono causare colite emorragica e sindrome emolitica ge-

neralizzata con uremia (SEU) e possono essere trasmessi per assunzione di cibo e acqua 

contaminati o per contatto diretto con soggetti infetti (6, 17). Negli animali sono respon-

sabili di forme cliniche gravi enteriche e enterotossiemiche. I suini ed i ruminanti sono 

considerati rispettivamente potenziali “carrier” ad alta prevalenza (10%) e “reservoir” 

per i ceppi STEC trasmissibili all’uomo (16).  L’abilità dei ceppi STEC a determinare 

malattia sia nell’uomo che negli animali è legata alla produzione di una o più tossine 

(16). Le tossine prodotte possono essere associate alla cellula batterica de昀椀nite VT1 
(STX1) ed esterne alla cellula batterica identi昀椀cate come VT2 (STX2). Le tossine VT2 
presentano numerose varianti fra le quali la STX2e, è considerata la più importante nel 

suino e responsabile della malattia degli edemi e della diarrea post-svezzamento.   Scopo 

del presente lavoro è di valutare i pro昀椀li di antibiotico-resistenza, le caratteristiche bio-

molecolari, sierologiche ed antigeniche dei ceppi STEC isolati da suini in accrescimento 

con diarrea e sintomatologia riferita a malattia degli edemi.   

MATERIALI E METODI: 

Durante l’attività diagnostica svolta presso la Sezione Diagnostica di Brescia  (IZSLER) 

nel periodo 2013-2015 sono stati prelevati campioni di feci, di intestino e di linfonodi 

meseraici provenienti da suini in accrescimento che presentavano sintomatologia clinica 

enterica e enterotossiemica. Per ogni soggetto è stata individuata la fase di allevamento 

da cui provenivano. I suini sono stati sottoposti ad esame necroscopico riportando il qua-

dro anatomopatologico macroscopico osservato: enterite catarrale, catarrale-emorragica,  

linfoadenite, presenza di edema del mesentere/ sottocutaneo della regione frontale/ della 

parete dello stomaco.  I campioni sono stati analizzati mediante esame batteriologico ed i 

ceppi di E.coli isolati sono stati sottoposti a conferma di identi昀椀cazione, caratterizzazio-

ne biomolecolare, sierotipizzazione e test di valutazione della sensibilità agli antimicro-

bici.  L’esame batteriologico è stato effettuato secondo le tecniche standardizzate presso 

il Laboratorio. Il campione è stato direttamente seminato su terreno selettivo differen-

ziale agar Mac Conkey e terreno agar globuli, incubati in aerobiosi a 37±2°C per 18-24 
ore. Le colonie tipiche isolate su Mac Conkey sono state esaminate microscopicamente 

mediante colorazione di Gram, sottoposte a prove biochimico-enzimatiche ed identi昀椀ca-

te  mediante gallerie di identi昀椀cazione Api 20E, (bioMérieux). Il ceppo puro ottenuto su 
terreno BHI (Brain Heart Infusion) è stato sottoposto a caratterizzazione biomolecolare 

per la ricerca di antigeni codi昀椀canti le verocitotossine. 

Caratterizzazione biomolecolare e tipizzazione sierologica

Tutti i ceppi batterici isolati sono stati identi昀椀cati e caratterizzati a livello biomolecolare 
tramite tecnica PCR (Polymerase Chain Reaction) per la ricerca di antigeni codi昀椀canti 
verocitotossine VT1, VT2, VTe. Dopo una prima ampli昀椀cazione di screening (VT univer-
sale) per la valutazione della presenza di geni codi昀椀canti per una o più varianti e a segui-
to di positività si è proceduto all’ampli昀椀cazione speci昀椀ca delle varianti  VT1,VT2,VTe a 
partire dal DNA del microrganismo (9, 11, 18) . Tutti i ceppi risultati positivi in PCR per 
la ricerca VTe sono stati testati per la ricerca di antigeni 昀椀mbriali F4, F5, F6, F18, F41.
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La sierotipizzazione è stata effettuata con tecnica di agglutinazione lenta a caldo median-

te l’uso di un pannello di trenta antisieri O gruppo-speci昀椀ci (4, 7, 14, 20).   

Test di sensibilità agli antimicrobici   

Il test di sensibilità agli antimicrobici è stato effettuato utilizzando il terreno Mueller-

Hinton secondo il metodo Kirby-Bauer, con i criteri descritti dal Clinical and Labora-

tory Standards Institute (1, 2). E’ stato utilizzato un pannello di 22 antimicrobici che 

comprendeva i principali antibatterici impiegati nell’allevamento suino e quelli previ-

sti per il trattamento delle infezioni sostenute da Enterobacteriaceae. Sono stati testa-

ti i seguenti antimicrobici: Amminosidina(60µg), Amoxicillina(25µg), Amoxicillina/ 

Ac. Clavulanico(30µg), Apramicina(15µg), Cefaloridina (30µg), Cefquinome (30µg), 

Ceftiofur (30µg), Colistina (10µg), Dano昀氀oxacin (5µg), Doxiciclina (30µg), Enro昀氀oxa-

cin (5µg), Florfenicolo (30µg), Flumequina (30µg), Gentamicina (10µg), Kanamicina 

(30µg), Marbocyl (5µg), Neomicina (10µg), Penicillina (10µg), Sulfadiazina (0,25µg), 

Tetraciclina (30µg), Tiamulina (30µg), Sulfamidico/Trimethoprim (25µg).   La lettura è 

stata effettuata mediante misurazione manuale degli aloni di inibizione. Gli isolati sono 

stati classi昀椀cati in sensibili, intermedi e resistenti.   

RISULTATI E DISCUSSIONE: 

Sono stati identi昀椀cati e tipizzati 50 ceppi di E. coli risultati essere produttori di Shiga-

tossina STX2e. Tali ceppi sono stati isolati da suini in sala parto (n=1), in svezzamento 

(n=36) e in magronaggio (n=13).   

Il quadro anatomopatologico macroscopico osservato è stato riconducibile ad enterite 

catarrale in 12 soggetti, ad enterite catarrale-emorragica in 13, 6 soggetti presentavano 

linfoadenite e 16 edema.

         

Caratterizzazione biomolecolare e tipizzazione sierologica  

In tabella 1 sono riportati i risultati  della tipizzazione sierologica e delle indagini biomo-

lecolari effettuate sui ceppi STEC per la ricerca dei fattori di virulenza 昀椀mbriali.   

Tabella 1 - Tipizzazione sierologica e indagini biomolecolari in ceppi STEC   Table 1 – Se-

rotyping and  biomolecular characterization in STEC  

46 ceppi STEC presentavano fattore 昀椀mbriale F18 e tutti negativi per F4, F5, F6, F41.   Il 
sierogruppo risultato più frequentemente associato a STEC è stato O139 (n=17) mentre altri 

sierogruppi quali O2, O8 e O9 sono risultati associati rispettivamente ad un singolo ceppo 
STEC.   Va considerato che 30 ceppi sono risultati non appartenere ai sierogruppi ricercati.    

Test di sensibilità agli antimicrobici   I risultati al test di  sensibilità agli antimicrobici sono 

riportati nella tabella 2 e sono espressi come percentuale di ceppi risultati sensibili, intermedi 

e resistenti ai 22 antimicrobici selezionati.    
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Tabella 2 – Sensibilità agli antimicrobici di  STEC   Table 2 – Antimicrobial sensitivity in 
STEC

  

Tutti i ceppi testati per la sensibilità agli antibatterici hanno presentato resistenza nei con-

fronti della Penicillina. Una elevata percentuale di ceppi superiore al 90% è risultata essere 

resistente a Tetraciclina (92%), Amoxicillina (92%), Neomicina (90%), Doxicilina (90%)  

mentre oltre l’80% sono risultati resistenti a Sulfamidi + Trimethoprim (86%), Cefaloridina 
(82%), Sulfadiazina (82%).  Altre molecole in cui è stata riscontrata una percentuale di re-

sistenza compresa tra il 50 e l’80% dei ceppi sono Tiamulina (76%), Gentamicina (66 %), 
Kanamicina e Amminosidina (58%), Apramicina (56%). Una percentuale   percentuali di 
ceppi resistenti inferiori al 20% sono Florfenicolo (18%), Colistina (16%), Amoxicillina + 
Ac. Clavulanico ed Enro昀氀oxacin (14%), Dano昀氀oxacina e Marbo昀氀oxacina ( 12 % ), Cefqui-
nome (10%), Ceftiofur (6%)     

Nella tabella 3 sono indicati i conteggi dei ceppi di STEC resistenti contemporaneamente ad 

un determinato numero di antimicrobici (multiresistenza).      
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Tabella 3 – Pattern  di multiresistenza dei ceppi STEC  Table 3 – Multidrug-resistant patterns 
of STEC strains

 

37 ceppi STEC sono risultati resistenti contemporaneamente ad numero superiore a 9 antimi-

crobici. Le classi di multiresistenza maggiormente rappresentate sono quelle rispettivamente 

con  11, 13, 14 antimicrobici.   

Discussione  

I 50 STEC sono stati isolati in suini provenienti dallo svezzamento (72%), magronaggio (26 

%) e solo in un caso da suinetti in sala parto (2%)   

Il quadro anatomopatologico macroscopico osservato nei soggetti da cui sono stati isolati 

STEC era caratterizzato da edema (32%), enterite catarrale-emorragica (26%), enterite catar-

rale (24%), e linfoadenite (6%).

I 92% dei ceppi STEC presentavano il fattore 昀椀mbriale F18 e appartevano al sierogruppo 
O139 (34%).

I risultati delle indagini di sensibilità agli antimicrobici hanno evidenziato che il 74% dei 

ceppi STEC si sono dimostrati resistenti contemporaneamente ad numero superiore a 9 anti-

microbici. Il 64% dei ceppi isolati apparteneva alle classi di multiresistenza comprese tra 10 e 

14. In particolare elevate percentuali di resistenza sono state registrate a carico di Penicillina, 

Tetraciclina, Neomicina, Amoxicillina, Doxiciclina, Sulfamidico potenziato a Trimethoprim, 

Cefaloridina, Sulfadiazina e Tiamulina.

Il pattern di multiresistenza risultato più frequente comprendeva Neomicina, Penicillina, Te-

traciclina, Sulfadiazina, Amoxicillina e Sulfamidico potenziato a Trimethoprim. In aggiun-

ta a questo la presenza di ulteriori resistenze quali Doxiciclina, Gentamicina, Kanamicina, 

Apramicina, Cefalotina e Tiamulina conferiva al ceppo caratteristiche di estesa resistenza. 

I risultati ottenuti trovavano riscontro in recenti studi di antibiotico resistenza suina nei qua-

li prevale resistenza nei confronti di Tetraciclina, Sulfamidico + Trimethoprim, Penicillina, 
Sulfadiazina, Gentamicina, Kanamicina (5, 16).

L’isolamento di ceppi STEC con fattore 昀椀mbriale F18 e multiresistenti in suini con sinto-

matologia tipica conferma l’importanza della diagnosi eziologica in episodi di enterite ed 

enterotossiemia.  La disponibilità di indagini di laboratorio speci昀椀che consente di procedere 
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alla scelta dell’impiego di antimicrobici e di prevedere l’impostazione di programmi vacci-

nali speci昀椀ci.  Lo studio è da considerare preliminare e necessita di ulteriori approfondimenti 
diagnostici e clinici al 昀椀ne di ampliare il numero dei ceppi STEC isolati e consentire una 
valutazione anche statistica delle loro caratteristiche antigeniche, dei fattori di virulenza e del 

pro昀椀lo di resistenza agli antimicrobici.    Lo studio è stato svolto nell’ambito del Progetto di 
Ricerca “Vaccini orali nel suino” 昀椀nanziato da MIUR- Regione Lombardia.   
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