


termini di mortalità e morbilità nell9ambito delle 

β

carico di geni codificanti una o più β lattamasi. Gli Enterobatteri produttori di β

presentano resistenze aggiuntive nei confronti di antibiotici non β

dell9AMR

fine di preservarne l9efficacia. A tale scopo la WHO



dev9essere preservata nel tempo. L9elenco degli antibiotici CIA comprende carbapenemi, 

In tale contesto, si colloca il presente lavoro di tesi, che, grazie all9utilizz

genomica, contribuisce alla raccolta e analisi di dati epidemiologici sul tema dell9antibiotico

colistina e β

che l98,6%



delle infezioni multiresistenti nell9uomo. 

l9epidemiologia

Per contrastare la diffusione dell9a
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L9antibiotico resistenza (AMR, dall9acronimo inglese Anti

capacità di un batterio di resistere all9attività di uno o più antibiotici è emersa come una delle 

suo <World Report on ageing and health= del 2015 (World Health Organization, 2015), 

l9antimicrobico

comunitario, con un notevole impatto in termini di mortalità e morbosità nell9ambito delle 

sviluppo della resistenza può essere il risultato di mutazioni spontanee o dell9acquisizione di 



E9 in aumento la circolazione di enterobatteri MDR (Multiple Drug Resistance), oltre che 

β

nell9ambiente,

epidemiologica che, secondo l9Organizzazione Mondiale della Sanità, è un <

=. In tale contesto, si colloca il presente lavoro di tesi, che, grazie all9utilizzo di tecniche 

di genomica, contribuisce alla raccolta e analisi di dati epidemiologici sul tema dell9antibiotico



glucosio e negativi al test dell9ossidasi. Possono essere capsulati o a

aderire alla membrana delle cellule dell9organismo ospite. Gli enterobatteri hanno vari fattori 

se espressi alterano l9efficacia della risposta immune specifica; l9endotossina (LPS) la cui 

componenti tipici del microbiota intestinale dell9uomo e di molti altri animali 

distribuzione ubiquitaria e possono ritrovarsi nell9ambiente, dove la loro presenza è utilizzata 

alattie anche nell9ospite normale (e. g. 

compromissione delle difese dell9ospite (e. g. 



sono adesso inclusi nell9ordine, 

classi di antibiotici. L9AMR 

gli antibiotici β

β β



β

infezioni sono cambiati radicalmente grazie allo sviluppo e all9impiego degli antibiotici. 

L9impiego

molecole. L9utilizzo continuo degli antibiotici, infatti, ha favorito la pressione selettiva, la 

infezioni. Nelle infezioni correlate all9assistenza sanitaria, che insorgono e si diffondono 

all9interno di ospedali e altre strutture sanitarie, sono comparsi patogeni resistenti a più classi 

l9aumentato l9utilizzo 

l9AMR come un 





L9antibiotico resistenza è un fenomeno che riguarda l9intera biosfera, quindi, l9uomo, gli 

animali, le piante e l9ambiente e può essere contrastato solo con un approccio 

problema e con una visione di insieme denominata <One Health=. L'approccio <One Health=, 

”[...] lo sforzo 

–

raggiungere una salute ottimale per le persone, gli animali e l’ambiente [...]=, ritiene che la 

Oltre ad essere un problema di 8One Health9, l9AMR è un problema di 8One World9 a causa 

, 2016). Le aree di lavoro in cui un approccio 8One Health9 è 

all9uomo



emanato il Piano Nazionale di Contrasto all9Antibiotico

(Ministero della Salute <Piano Nazionale di Contrasto all9Antibiotico

2025=)

nasce con l9obiettivo di fornire le linee strategiche e le indicazioni 

l9emergenza dell9AMR nei prossimi anni, seguendo un approccio multidisciplinare e una 

nell’uomo,

Per fronteggiare il problema dell9AMR, è 

l9efficacia



nell9uomo, conformemente al Regolamento (UE) 2019/6 del Parlamento europeo e del 

dovrebbero essere riservati al trattamento di determinate infezioni nell9uomo, in modo da 

preservarne l9efficacia per la medicina umana e di sostenere la lotta contro la resistenza 

dell9acido



l9Agenzia Europea del 

•

nell9Unione

https://www.ema.europa.eu/en/documents/report/categorisation-antibiotics-european-union-answer-request-european-commissionupdating-scientific_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/report/categorisation-antibiotics-european-union-answer-request-european-commissionupdating-scientific_en.pdf


•

nell9uomo

•

•

umane, la cui efficacia terapeutica dev9essere preservata nel tempo. L9elenco degli antibiotici 

l9Italia,

l9uso <prudent use=)

veterinaria. Tali linee guida, tra le altre azioni, suggeriscono di limitare l9utilizzo di farmaci 

abbia evidenziato l9inefficacia di molecole di prima scelta <non CIA=.

Nell9uomo, gli antimicrobici sono usati principalmente per il trattamento delle infezioni, ma 

https://www.who.int/foodsafety/publications/WHO-CIA-list-6flyer-EN.pdf?ua=1
https://www.who.int/foodsafety/publications/WHO-CIA-list-6flyer-EN.pdf?ua=1


Nel caso di animali destinati al consumo umano, invece, l9uso 8terapeutico9 prevede la 

somministrazione del farmaco all9intero gruppo, anche quando solo alcuni animali sono 

clinicamente infetti. L9uso 8profilattico9 avviene quando n

sono ad alto rischio di infezione batterica clinica a causa dell9esposizione ad agenti infettivi 

L9utilizzo appropriato degli antibiotici rappresenta un elemento essenziale per il contrasto 

all9AMR. In questo contesto si pongono i programmi di 

quell9insieme l9uso

l9organizzazione

generale, necessitano di essere integrate e coordinate con l9implementazione delle pratiche di 

in varie innovazioni, mossa dalla necessità e dall9ambizione di adeguare il sistema veterinario 



dell9allevamento

tenuta l9autorità competente per l9attività di controllo ufficiale.

Ministero della Salute e realizzato dall9Istituto Zoo

Emilia Romagna con la collaborazione dell9Università di Parma. Il sistema consente di 

migliorare e agevolare la collaborazione ed il dialogo tra gli allevatori e l9autorità competente 

la prevenzione delle malattie animali e la lotta all9antimicrobico

allevatori le condizioni per migliorarsi e tendere all9eccellenza.

l9elaborazione

Tutte misure atte a ridurre il fenomeno dell9antibiotico



Secondo l9ECDC, ogni anno oltre 670.000 infezioni si verificano nell'UE a causa di batteri 

on si limitano più alle sole ICA (Infezioni Correlate all9Assistenza) acquisite in ambito 





l9acquisizione di materiale genetico trasferibile già presente in popolazioni batteriche 

type. L9accumulo progressivo di determinanti di 

a portato all9emergenza progressiva di ceppi con fenotipi di multiresistenza (ceppi 

MDR), con il tempo questi <super batteri= possono diventare resistenti anche a tutti gli 







lattamasi, che agiscono idrolizzando l9anello β

l9attività

dell9antibiotico

proteici, come le porine sulla membrana esterna, che permettono l9ingresso nella cellula a 

estrudendo l9antibiotico



plasmidi o essere mediati da trasposoni (Giedraitienė et al., 2011).

sufficiente a interferire con l9attività degli antibiotici. La loro diffusione avviene durante la 



l9enzima

per lo spostamento da una posizione a un9altra del DNA. Alle e



l9inserimento

spesso alcuni di questi vengono raggruppati all9interno dello stesso plasmide, conferendo 



β

I β

piccole variazioni nella struttura chimica, nello spettro d9azione, nella farmacocinetica e 

nell9efficienza contro ceppi resistenti, condividono il medesimo meccanismo di azione di 



Tutti gli antibiotici di questa classe presentano un nucleo funzionale principale, un9ammide 

lattamico, conosciuto anche più semplicemente come β

β

β l9attività

l9interazione 

l9antibiotico presente nel sito attivo dell9enzima. Il β

oglicano, substrato della transpeptidasi, grazie all9omologia sterica presente tra la 

l9ammide L9acilazione



β

indotte dai β amici nella formazione della parete spiegano l9inibizione della crescita. Tali 

di peptidoglicano, è anche sede delle transpeptidasi e degli enzimi β

idrolizzare l9anello β i. L9attacco di questi ultimi ai propri bersagli è 

reso difficile dall9organizzazione strutturale dei Gram negativi, in quanto l9antibiotico deve 

β

β

produzione di β lattamasi, enzimi che degradano l9anello β

inattivo, rappresenta il principale meccanismo di resistenza ai β



implicazioni di resistenza, sono le β lattamasi a spettro esteso (ESBL), le β

β β

produttori di ESBL sono spesso sensibili alle combinazioni β

Le β



980

dall9uso

da mutanti puntiformi delle β

β

2017), ma anche nuove β

β

Si presenta come un gruppo di β

inibite dall9acido 



β

Tra i diversi β

non solo tra i β lattamici, ma anche tra le altre classi di antibiotici ed anche un9estesa attività 



l9attività

l9emergenza

β

β

β β

carbapenemasi non sono inibite dagli inibitori delle β di derivazione β



natura non β



suini. Negli anni 909 la necessità di trattare i batteri Gram



L9attività

resistenti ai carbapenemi. L9incremento nell9uso della colistina in ambito clinico ha portato 

un9indagine nell9ambito



l9aggiunta di residui di fosfoetanolamina o di aminodeossiarabinoso che ne neutralizzano la 

carica negativa riducendo l9affi

dell9LPS



stata promossa dall9uso estensivo della colistina in ambito veterinario (Schwarz and Johnson, 



• un protocollo microbiologico tramite l9uso di vari terreni cromogeni per l9isolamento di 

•

•

•



Basilicata, ai fini dell9isolamento di Enterobatteri produttori di ESBL, e/o resistenti alla 

listina, e/o ai carbapenemi, mediante l9uso dei terreni colturali cromogeni selezionati della 

•

•

•

test dell9antibiotico

Tutti gli isolati con fenotipo resistente sono stati poi sottoposti al sequenziamento dell9intero 



l9isolamento

CHROMagar™ESBL, CHROMagar™COL APSE e CHROMagar™mSuperCARBA 

spettro esteso (ESBL) il CHROMagar™ ESBL, di Enterobatteri r

CHROMagar™COL

CHROMagar™mSuperCARBA.

CHROMagar™



CHROMagar™ COL

CHROMagar™ mSuperCARBA™

β

β



CHROMagar™ CHROMagar™COL

→ →

→ →

→ →

→ →

→ →

→

→ →

→ →

→ →



terapia per il trattamento dell9infezione batterica in atto.

ell9antibiotico del quale si voglia valutare l9attività.

minima inibente. Ovvero la concentrazione più bassa (espressa ad es. in μg/mL o mg/L) di un 

L9uso degli antibatterici in terapia è condizionato dal rapporto fra sensibilità del patogeno e la 

concentrazione che il farmaco raggiunge nella sede d9infezione. Ad esempio i 



l9esecuzione

madre dell9antibiotico da 

L9inoculo

concentrazione dell9inoculo viene dosata t

scalari dell9antibiotico in esame. 3

dell9inoculo,

L9antibiotico



l9antibiotico

relazione alla sensibilità del microrganismo all9antibiotico, maggiore è il 

sensibile (correlazione inversa tra valore di MIC e diametro dell9alone di inibizione). 

L9antibiogramma

resistenti. Nell9esecuzione

•

applicazione corretta dell9antibiotico, ecc.);

•

concentrazione ionica adeguati, concentrazione e spessore uniforme dell9agar. Poiché la 

diffusione dell9antibiotico nell9agar avviene in relazione all9uniformità dello spessore del 

•

• dell9agar



• spessore dell9agar di 4 mm calcolato in base alle dimensioni

•

l9attività

rilevare che l9aggiunta 

di sangue al terreno di coltura può modificare l9attività di un antibiotico.

• dosaggio dell9inoculo, necessario perché la grandezza degli aloni di inibizione è in relazione 

dell9inoculo

McFarland. L9inoculo ottenuto da diluizione della coltura pura deve contenere una 

• semina, entro 15 minuti dalla sua preparazione, dell9inoculo sulla superficie della piastra e 

• l9inattivazione;

• dell9antibiotici

dell9agar a temperatura ambiente;

•

all9antibiotico;

•



o di diametro dell9alone di inibizione) all9interpretazione secondo le classiche categorie S 

ilità in vitro dell9antibiotico vanno 

dell9antibiotico

dell9antibiotico

dell9antibiotico

β lattamasi come l9acido clavulanico, il sulbactam, ecc. Secondo le CLSI il test può essere 

antibiotici cefotaxime e ceftazidime e degli stessi in combinazione con l9acido clavulanico.

l9acido



combinazione con l9acido 

dall9acido

A); l9EDTA inibisce le carbapenemasi di 

β



porine e produzione di carbapenemasi. Anche l9EDTA in sinergia con l9imipenem inibisce le 

–

dell9analita,

tipo di sorgente, <manualmente= o trasferito mediante un sistema cromatografico o 



all9analisi 

rivelazione e, soprattutto, per l9analizzatore, cioè per il componente che definisce l9intervallo 

dell9analita

dell9assorbimento d9energia

eccitato e l9energia viene utilizzata per generare ioni molecolari che vengono accelerati verso 

l9analizzatore

dall9analita



La matrice più utilizzata è l9acido alfa

All9operatore viene restituito uno spettro di massa caratteristico ed univoco della specie 

microbica in esame. L9identificazione microbica è possibile dal confronto dello spettro 

WGS è anche definito il sequenziamento dell9intero genoma. Ciò 

nuove tecniche di 8Next Generation Sequencing9 (NGS), che permettono di ottenere un gran 

L9applicazione del WGS è ampia e può spaziare dal s



genotipizzazione di batteri patogeni basata sull9uso di WGS è già in fase di sperimentazione 

l9identificazione

si basa su un processo di tipo <Sequencing by Synthesis=, in cui il 

denaturati e legati ad alcuni oligonucleotidi alle estremità 59 e 39, che fungono da sequenze 

L9amplificazione all9oligonucleotide 

vengono rimossi, mentre quelli originati dall9amplificazione aderenti alla flow cell si 

<ripiegano= e vanno a costituire la cosiddetta <struttura a ponte= tramite un ulteriore 



un9amplificazione di entrambi i filamenti, forward e



pasta fresca, preparati per prodotti da forno e per pasticceria (n=28) es. pasta all9uovo ripiena, 



80°C fino al momento dell9analisi.



dell9incubazione, da ciascuna busta è stato 

alimenti, nell9acqua



Al termine dell9incubazione, 10 microlitri di ciascuna brodocoltura EE BROTH 1X sono stati 

CHROMagar™ESBL, CHROMagar™COL

e CHROMagar™mSuperCARBA (CHROMagar, Paris, France). Tutte le piastre sono state 

β

Dopo l9incubazione le piastre sono state esaminate per ricercare la presenza di colonie tipiche 



Al fine di verificare l9aspetto delle colonie degli enterobatteri sui tre terreni cromogeni, l9analisi 

dell9incubazione,

l’inibizione



spettrometro di massa Microflex LT/SH™ (Bruker Daltonik GmbH, Brema, Germania). Per 

l9analisi

su uno spot del target plate al quale, dopo l9essiccazione a temperatura ambiente, è stato 

aggiunto 1 μL di soluzione di matrice, acido α

l9accelerazione,



stessa degli ioni. L9acquisizione degli spettri dei campioni è svolta in modalità lineare in un 

Escherichia coli DH5α, addizionato di due proteine aggiuntive (RNasi A di 13683,2 Da e 

accertarne l9antibiotico



stemperando, con un9ansa sterile, poche colonie del ceppo, cresciuto sulla piastra di agar 

(Difco™) su cui poi vengono applicati, con l9aiuto di una

ottenere, dopo l9inoculazione nei pozzetti di una micropiastra, in ogni 

pozzetto all9incirca 1 x 10 3

controllo della crescita batterica. I pozzetti della micropiastra, dopo l9inoculo 

3



subito dopo l9inoculazione e aggiungere a 10 ml di diluente salino (1:1000). Mescolare e 

dovesse risultare puro, il risultato per l9isolato in esame non può 

essere utilizzato e va ripetuta l9analisi.

Con l9aiuto di una pinza sterile, sono stati prelevati, dalle rispettive cartucce, i dischetti dei 



dell9incubazione l9aiuto

combinazione con l9acido clavulanico rispetto alle molecole singole, conferma la produzione 

Con l9aiuto di una pinza sterile, sono stati prelevati, dalle rispettive cartucce, i dischetti dei 



dell9incubazione l9aiuto

≥5 dell’antibiotico
ceftazidime) in combinazione con l’ac. clavulanico indica la produzione di ESBL.



dell9incubazione

L9interpretazione

(F/C e T/C) in combinazione con l9acido clavulanico rispetto alle molecole singole (FOT e 





dell9incubazione

l9intorbidimento del pozzetto indica la presenza di crescita batterica.

l9intorbidimento

crescita (GC), in caso contrario il test è da considerarsi <non attendibile=.

Con l9aiuto 



dell9incubazione l9aiuto

Con l9aiuto di una pinza sterile, sono stati prelevati, dalle rispettive cartucce, i dischetti degli 



dell9incubazione l9aiuto

stati interpretati osservando l9incremento dell9alone di inibizione 

l’inibitore

≥ 5 

≥ 5 

≥ 5 ≥ 5 



l’inibitore

≥ 8 



β



dell9

ATCC 25922 è stato utilizzato come ceppo di controllo. L9interpretazione delle letture 

resistenti e/o resistenti ai carbapenemi, sono stati sottoposti all9estrazione del DNA con il k



sequenziamento dell9intero



Tutte le colonie cresciute sui tre terreni cromogeni CHROMagar™ESBL, 

CHROMagar™COL APSE e CHROMagar™mSuperCARBA, che presentavano un aspetto 





verificare l9effettiva

da cui sono stati isolati 26 microrganismi (da un alimento una pasta fresca all9uovo sono stati 













all9imipenem

all9ertapenem, rispettivamente.



indica la produzione di ESBL. In rosso è indicata la resistenza all’antibiotico; in giallo la 
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erano uno resistente alla colistina e l9altro produttore di AmpC. Tutti gli isolati 

spp. mostravano la resistenza intrinseca all9ampicillina. Gli 8 ceppi di 



indicata la resistenza all’antibiotico; in giallo la resistenza intrinseca; in arancione la 

β-
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all’antibiotico; in giallo la resistenza intrinseca; in arancione la sensibilità Intermedia.
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L9antibiotico che l9ampicillina

l9ampicillina/sulbactam





e classi identificate, i geni delle β









β













membrana esterna che contribuisce all9invasione cellulare e favorisce l9evasione del sistema 















dev9essere

antibiotici di ultima linea, utilizzati solo per infezioni gravi nell9uomo; la

All9interno

geni della resistenza antimicrobica possono passare da un batterio all9altro anche di specie 



L98,6% (86/1.000) degli alimenti era positivo per la presenza di isolati appartenenti alla famiglia 

all9uovo



indicati con l9acronimo ESKAPE ovvero le sei specie batteriche (

l9attenzione 

a causa della loro capacità di sfuggire all9azione dei più importanti antibiot

<Antimicrobial Resistant Threat List= del 2019 del CDC (Centro per il controllo e la 



un9insalata

. sono comunemente associati a infezioni del tratto urinario e dell9apparto respiratorio. Le 

β



dell9uomo e di altri 

l9agente

L9infezione da 





nell9uomo.

β



resistenze ad altri antibiotici non appartenenti alla classe dei β

Un aspetto fondamentale in questo lavoro è stata l9analisi del genoma condotta sui 90 ceppi 

β



. Secondo l9EFSA 

In questo studio, almeno un gene di resistenza ai β



all9ampicillina all9ampicillina.

, mostrando resistenza all9ampicillina, alle cefalosporine di prima generazione e 

all9ampicillina.

possedevano geni delle β

nell9uomo



invece mostravano resistenza fenotipica all9azitromicina, ma non avevano i geni specifici.



RGs) e la resistenza fenotipica, in particolare per β





nell9organismo umano ed essere trasferiti a batteri sia commensali sia patogeni, anche di altri 



Per contrastare la diffusione dell9antibiotico







3

the <Enterobacteriales=: proposal for Enterobacterales ord. nov. divided into the families 

3
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