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RIASSUNTO
Questo studio si propone di investigare la prevalenza e le caratteristiche molecolari 
di ceppi di Escherichia coli (E. coli) produttori di Extended-Spectrum β-Lactamases 
(ESBL) isolati da suini allevati nelle categorie svezzamento ed ingrasso e deceduti con 
sintomatologia enterica e non enterica e da cinghiali vissuti in ambiente naturale. Nel 
2018 sono stati raccolti 1109 ceppi di E. coli, di cui 522 sono stati identificati come E. coli 
con fenotipo che produce ESBL. 215 E. coli produttori di ESBL sono stati testati mediante 
PCR e tutti sono stati confermati. I 215 ceppi di E. coli produttori di ESBL sono stati 
ulteriormente suddivisi in base al gruppo filogenetico ed al pattern di resistenza genica. I 
ceppi di E. coli produttori di ESBL hanno presentato un diverso tipo di β-lattamasi, con 
blaCTX−M nell’89.4% dei suini con sintomatologia enterica e 84.3% nei suini non enterici 
mentre nei cinghiali la prevalenza è stata dell’87.9%. blaSHV è stato trovato nel 6% di 
suini sia con sintomatologia enterica che non enterica mentre 1.5% nei cinghiali, blaTEM 
63.6% e 69.9% nei suini enterici e non enterici e blaCMY è stato rilevato nel 12.1%, 13.3% 
e 9.1% rispettivamente suini enterici, non enterici e cinghiali. I dati ottenuti evidenziano 
che nei cinghiali la prevalenza di E. coli ESBL produttori è inferiore a quanto rilevato nei 
suini. Nonostante ciò la presenza del 14% di E. coli ESBL produttori mette comunque in 
evidenza un significativo ruolo dell’ambiente nella diffusione dell’antibiotico resistenza.

ABSTRACT
The aims of this study was to investigate the prevalence and molecular characteristics of 
Escherichia coli Extended-Spectrum β-Lactamases (ESBL) producers isolated from pigs 
reared in the weaning and fattening categories, dead with enteric and non-enteric symp-
toms or isolated from hunted wild boars. During 2018 a total of 1109 E. coli isolates were 
collected. Of those, 522 E. coli were identified as ESBL-producing phenotype. 215 ESBL 
producers were tested  by PCR confirming ESBL genotype. These were further grouped 
according to phylogenetic background and genetic relatedness. E. coli ESBL producers 
harbored different β-lactamases, with blaCTX−M in 89.4% pigs with enteric diseased and 
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84.3% non enteric diseased while 87.9% in wild boars. blaSHV was detected in 6% of pigs 
while 1.5% of wild boars, blaTEM in 63.6% and 69.9% of enteric and non enteric diseased 
pigs and blaCMY in 12.1%, 13.3% and 9.1% of enteric, non enteric pigs and wild boars 
respectively. These data suggest that the prevalence of ESBL E. coli in wild boars is less 
than in pigs. Although a significant percentage of ESBL E. coli producers highlights a 
significant role of the environment in the spread of the antimicrobial resistance.

INTRODUZIONE 
L’antibiotico-resistenza (AMR) è un problema di rilevanza mondiale con una valenza 
“One Health” che sta sempre più coinvolgendo oltre all’uomo e agli animali anche l’am-
biente (Wasyl D. et al., 2018). Numerosi sono i microrganismi che concorrono a ren-
dere complesso il problema della resistenza agli antimicrobici e, fra questi, i ceppi di 
Escherichia coli (E. coli) produttori di β-lattamasi a spettro esteso (ESBL). E. coli è un 
microrganismo commensale, ubiquitario e patogeno responsabile di infezioni intestinali 
ed extraintestinali in animali e uomini. E’ riconosciuto che i ceppi commensali e pato-
geni sono in grado di condividere lo stesso ambiente (Wu et al., 2013). Le cefalosporine 
sono ritenute un trattamento efficace anche nei confronti di patogeni gram-negativi ed in 
particolare delle infezioni causate da E. coli multi-resistenti (Sanchez S. J. et al., 2013). 
Negli ultimi anni la resistenza alle β-lattamasi, ed in particolare alle cefalosporine di 
terza e quarta generazione, è notevolmente aumentata diventando un importante proble-
ma di sanità pubblica (Agersø e Aarestrup, 2013). Uno dei più preoccupanti segnali è 
rappresentato dall’emergenza delle extended-spectrum β-lactamases (ESBL) in grado di 
inattivare β-lattamici quali cefalosporine di terza, quarta generazione e aztreonam (Liu et 
al., 2015). Inoltre in microrganismi ESBL produttori è stata osservata l’associata resisten-
za ad antimicrobici non β-lattamici quali fluorochinoloni, aminoglicosidi, e sulfonamidi 
spesso usati anche per il trattamento di patogeni nell’allevamento suino (Tian et al., 2009, 
Tian et al.,2012; Yuan et al., 2009). 
L’aumento della prevalenza di E. coli produttori di ESBL, oltre a rende sempre più diffici-
le il controllo delle patologie nel suino, si pone come un serio problema di sanità pubblica. 
Gli animali allevati per la produzione di alimenti possono rappresentare un reservoir per 
microrganismi resistenti agli antimicrobici quali E. coli ESBL produttori che, attraverso 
la catena alimentare o il contatto diretto, possono contribuire alla diffusione o al mante-
nimento dell’AMR nell’ambiente e in ambito umano. Tuttavia è riconosciuto che i mi-
crorganismi ESBL produttori sono presenti anche in animali da compagnia, animali degli 
zoo e animali selvatici. Fra questi ultimi il cinghiale rappresenta uno degli indicatori più 
importanti per valutare la pressione selettiva che l’ambiente subisce e la sua esposizione 
a geni di resistenza trasmessi da microrganismi di origine animale ed umana (Dahms C. 
et al., 2015).
Lo scopo del presente studio è di valutare la prevalenza e le caratteristiche molecolari di 
E. coli produttori di ESBL isolati da cinghiali vissuti in ambiente naturale e da suini di 
diverse età allevati e deceduti con sintomatologia enterica e non enterica.

MATERIALI E METODI

Campionamento

Lo studio è stato attuato nel 2018 su un totale di 1109 ceppi di E. coli isolati da suini in 
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svezzamento ed ingrasso deceduti in presenza (314) e in assenza (336) di sintomatologia 
clinica enterica e da cinghiali abbattuti durante la stagione di caccia (459). I campioni di 
feci o contenuto intestinale sono stati sottoposti ad indagini batteriologiche e di biologia 
molecolare al fine di evidenziare la presenza di ceppi di E. coli ESBL produttori e di 
procedere alla caratterizzazione fenotipica e genotipica.

Prelievo, stoccaggio e trasporto al laboratorio dei campioni 
I campioni di feci o contenuto intestinale da sottoporre a tale prova, una volta prelevati 
secondo le modalità previste da standards internazionali [e.g. EN ISO 707:2008 (IDF 50: 
2008)], sono stati conservati a 2-8°C e trasportati entro 24 ore al laboratorio. I campioni 
sono stati sottoposti ad isolamento, identificazione ed in parte a determinazione del gruppo 
filogenetico e dei geni di resistenza.

Isolamento ed identificazione di E. coli produttori di ESBL o AmpC
La caratterizzazione fenotipica è stata effettuata secondo un procedimento che prevede 
una fase di pre-arricchimento, seguita da isolamento selettivo, subcoltura, identificazione 
e  stoccaggio dei ceppi E. coli ESBL fenotipo positivo.
La prima fase di pre-arricchimento consiste nel mettere a contatto un’aliquota del materiale 
con acqua peptonata tamponata (BPW) in rapporto 1:10. Dopo aver incubato il campione 
a 37±1°C per 18-22 ore viene eseguito un trapianto su una piastra di agar MacConkey 
addizionato di 1 mg/L di cefotaxime (McCC) per garantire l’isolamento di colonie singole 
di E. coli produttore di ESBL o AmpC. 
Sulla base della colorazione e delle caratteristiche morfologiche sono state selezionate le 
colonie sospette di E. coli produttori di ESBL/AmpC (EUCAST, WHO, 2014).

Gruppo filogenetico e geni di resistenza
Una percentuale significativa dei ceppi di E. coli risultati ESBL fenotipo positivo è stata 
sottoposta alla caratterizzazione molecolare. A tal fine, una singola colonia batterica per 
campione è stata risospesa in 250μl di acqua DNase-Rnase free e il DNA è stato estratto 
attraverso lisi-bollitura (98°C per 10minuti).
Lo schema analitico seguito per caratterizzare ciascun campione ha previsto come step 
iniziale l’identificazione del gruppo filogenetico attraverso una PCR multiplex (Clermont 
O. et al., 2013).
Il rilevamento dei geni di resistenza presenti è stato eseguito tramite un pannello di reazioni 
PCR. Una PCR multipla è stata utilizzata per l’identificazione dei geni del gruppo CTX-M 
la cui positività, singola o multipla, identifica i 4 principali gruppi CTX-M1, CTX-M2, 
CTX-M9 e CTX-M8/25 (Woodford N. et al., 2006). Singole reazioni PCR sono state 
utilizzate per l’identificazione del gene SHV (Arlet G. et al., 1997), per il gene TEM 
(Mabilat C. et al., 1990) e per il gene AmpC di tipo plasmidico CMY-2 (Dierilkx C. et 
al., 2010).

Analisi Statistica 
La significatività statistica relativa alla distribuzione dei diversi gruppi filogenetici e dei 
geni di resistenza nelle tre categorie di animali (suini con sintomatologia enterica, suini 
con sintomatologia non enterica e cinghiali) è stata valutata con il test esatto del chi-
quadrato.
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RISULTATI
Dei 1109 campioni testati per la ricerca del fenotipo ESBL, 522 ceppi di E. coli hanno 
espresso il fenotipo per ESBL.
Nei suini con sintomatologia enterica 208 su 314 nei suini con sintomatologia non enterica 
248 su 336 mentre nei cinghiali 66 su 459 hanno espresso fenotipo caratteristico per ESBL. 
I risultati della caratterizzazione fenotipica sono riportati nella Tabella 1. Sono stati isolati 
ceppi di E. coli produttori di ESBL nel 73.8% dei campioni di contenuto intestinale o feci 
prelevati in suini con sintomatologia non enterica, nel 66.2% dei campioni provenienti da 
suini con sintomatologia enterica e 14.4% degli isolati provenienti da cinghiali.
Dei 522 campioni risultati positivi per il fenotipo ESBL, 215 sono stati processati in PCR 
per la conferma delle caratteristiche filogenetiche e dei geni di resistenza. La presenza 
di geni di resistenza è stata evidenziata in tutti i 215 ceppi isolati e risultati positivi alle 
indagini di screening fenotipico batteriologico.

Tab. 1 – Caratterizzazione fenotipica di ceppi E. coli ESBL produttori isolati da suini con 
sintomatologia enterica e non e da cinghiali. I numeri con diverso numero di asterischi 
sono statisticamente differenti.
Tab. 1 – Phenotype of E. coli ESBL isolated from pigs with and without enteric disease 
and wild boars. The numbers with different number of asterisks are statically different.

Dei 208 ceppi E. coli ESBL produttori isolati in suini deceduti con sintomatologia enterica 
140 provenivano da animali in svezzamento e 68 da suini all’ingrasso. Dei 248 ceppi 
E. coli ESBL produttori isolati in suini deceduti con sintomatologia non enterica 199 
provenivano da animali in svezzamento e 49 da suini all’ingrasso (Tabella2).
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Tab. 2 – Caratterizzazione fenotipica di ceppi E. coli ESBL produttori isolati in suini 
allevati in svezzamento ed ingrasso con sintomatologia enterica e non. I numeri con 
diverso numero di asterischi sono statisticamente differenti.
Tab. 2 – Phenotype of E. coli ESBL isolated from diseased pigs of different age with 
and without enteric disease The numbers with different number of asterisks are statically 
different.

I gruppi filogenetici testati (A, B1, B2, C, D, E, F) sono stati tutti evidenziati sia nei suini 
che nei cinghiali.
Nella Figura 1 vengono riportati i risultati dell’analisi del gruppo filogenetico che ha 
evidenziato che il gruppo filogenetico predominante è A sia nei suini con sintomatologia 
non enterica (56.6%), sia nei suini con sintomatologia non enterica (60.6%) che nei 
cinghiali (25.8%).
Nei suini con sintomatologia enterica esso è seguito da B1 (16.7%), C (10.6%), E (4.5%), 
D (3.0%), F (3.0%) e B2 (1.5%) mentre nei suini con sintomatologia non enterica da 
B1(26.5%), D (7.2%), C (4.8%), B2 (2.4%), E (1.2%) e F (1.2%).
Nei cinghiali il gruppo filogenetico C (19.7%) precede in ordine B1 (15.2%), F (13.6%), 
B2 (7.6%), E (7.6%) e D (6.1%).

Fig. 1 – Gruppi filogenetici di E. coli ESBL isolati da suini con e senza sintomatologia 
enterica e da cinghiali.
Fig. 1 – Phylogenetic groups of E. coli ESBL isolated from pigs with and without enteric 
disease and wild boars.
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Dall’analisi molecolare sono stati rilevati i geni di resistenza CTX-M, SHV, CMY e TEM 
la cui frequenza è riportata in Figura 2.

Nei suini con sintomatologia enterica sono stati evidenziati CTX-M1 (87.9%), TEM 
(63.6%), CMY (12.1%) e SHV (6.1%). Inoltre in un solo campione è stata evidenziata la 
presenza della combinazione CTX-M1+M2.

Nei suini con sintomatologia non enterica i geni prevalenti sono CTX-M1 (75.9%) e TEM 
(69.9%); a seguire CMY (13.3%), CTX-M9 (7.2%) e SHV (6.0%). Solo in un campione è 
stata evidenziata la presenza della combinazione CTX-M1+M9.

Nei cinghiali sono stati osservati i geni CTX-M1 (80.3%) e TEM (33.3%) seguiti dai geni 
CMY (9.1.%), CTX-M9 (7.6%) e da un solo caso di presenza del gene SHV (1.5%).

Fig. 2 – Caratterizzazione genotipica e geni di resistenza in E. coli ESBL isolati da suini 
con e senza sintomatologia enterica e da cinghiali.
Fig. 2 – Molecular characterization and genes E. coli ESBL isolated from pigs with and 
without enteric disease and wild boars.

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI
La prevalenza di E. coli ESBL produttori isolati in animali produttori di alimenti è in 
continuo aumento in tutto il mondo (Liebana et al., 2013). Il presente lavoro rappresenta un 
contributo per lo studio della prevalenza e la caratterizzazione di E. coli produttori di ESBL 
isolati in suini e cinghiali.
Il 47% degli isolati sottoposti a caratterizzazione fenotipica sono risultati essere ESBL 
produttori. La prevalenza di E. coli ESBL produttori si è dimostrata significativamente 
più elevata nei suini rispetto ai cinghiali. Fra i suini allevati in svezzamento ed ingrasso 
la prevalenza è risultata maggiore negli animali deceduti con sintomatologia non enterica 
rispetto a quelli deceduti con sintomatologia enterica. Negli svezzati con sintomatologia 
enterica la prevalenza è pressoché identica a quella riscontrata negli ingrassi. Nei suini con 
sintomatologia non enterica la prevalenza è leggermente superiore negli svezzati rispetto 
agli ingrassi.
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L’analisi dei gruppi filogenetici condotta sui 215 ceppi di E. coli ESBL produttori ha dimostrato 
che i gruppi filogenetici presente nei suini sono gli stessi indipendentemente dalla categoria 
produttiva e dalla sintomatologia clinica. Nel complesso il gruppo A è risultato prevalere sugli 
altri gruppi in entrambe le specie.
Pur essendo stati ottenuti gli stessi gruppi filogenetici, nei cinghiali è stato possibile notare 
differenze rispetto ai suini nella distribuzione dei ceppi. Nella fattispecie si evidenzia nei 
cinghiali una maggior prevalenza dei gruppi C ed F ed una minore prevalenza del gruppo A.
L’analisi molecolare dei geni di resistenza ha evidenziato la maggior prevalenza complessiva di 
CTX-M1 e di TEM in entrambe le specie.
Quanto ottenuto è in linea con la letteratura europea in merito alla prevalenza dei gruppi 
filogenetici e dei geni di resistenza nelle diverse specie (Poeta P. et al., 2009; Wasyl D. et al., 
2018).
L’elevata prevalenza di E. coli ESBL produttori in suini deceduti per patologie enteriche e non 
enteriche rende sempre più importante ed attuale l’utilizzo di protocolli terapeutici razionali in 
allevamento. La presenza di geni di resistenza comuni in ceppi di E. coli produttori di ESBL 
isolati in suini allevati ed in cinghiali mette in evidenza un reale rischio di AMR anche in 
animali non sottoposti a trattamenti farmacologici quali i cinghiali. Ciò enfatizza l’importanza 
di un costante monitoraggio al fine di conoscere la dinamica di diffusione dei geni di AMR tra 
animali, uomo ed ambiente ivi comprese le specie selvatiche.
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