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il problema della resistenza agli 

antibiotici è globale e 

multifattoriale e va affrontato  

con un approccio One Health 



https://amr-review.org/ 





L’antibiotico resistenza 

è una parte naturale 

dell’evoluzione 

Come l’uomo ha creato molecole per 

contrastare le malattie pericolose, così i 

microrganismi evolvono una resistenza ad 

esse. 

La crisi riconducibile all’antibiotico 

resistenza è una minaccia globale MAN-

MADE 
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Bckground storico 



Ceftiofur (III generazione) 

Cefquinome (III generazione) 

Cefalonium (I generazione) 

Cefoperazone (III generazione) 

Cefovecin (III generazione) 

Cefuroxime (II generazione) 
 

Sono tra le cefalosporine maggiormente utilizzate a livello mondiale in ambito 

veterinario. 

Senza alcun dubbio l’impiego indiscriminato e massivo di queste molecole nel 

settore zootecnico ha contribuito alla selezione ed alla diffusione di stipiti 

multiresistenti di Enterobacteriaceae  

Nell’ultima decade la diffusione di Enterobacteriaceae resistenti a 

cefalosporine di III e IV generazione (ricollegabile alla comparsa di ceppi 

produttori di beta-lattamasi a spettro esteso ESBL, AMPc mediato da plasmidi 

e/o Carbapenemase) è emerso come un problema globale (EFSA 2011 et 

2013) 



Escherichia coli (suino) 

http://www.efsa.europa.eu/en/interactive_pages/AMR_Report_2015 



La resistenza antimicrobica su base genica nei batteri patogeni è 

quindi conseguenza della rapida evoluzione delle sequenze di DNA 

che esita in un’enorme variabilità strutturale dei cosiddetti effettori di 

resistenza (resistance effectors). 

Modifiche strutturali dei geni di resistenza in seguito a mutazioni e 

ricombinazioni, unitamente ad una moltitudine di eventi differenti che 

stimolano la loro mobilità ed espressione, permettono ai microrganismi 

di sopravvivere in ambienti saturi di agenti antimicrobici di vario tipo e 

generazione.  

I geni che codificano per beta-lattamasi in batteri gram-negativi sono 

un esempio affascinante di questa evoluzione multifocale e 

multidirezionale. 

Le ESBL corrispondono ad uno delle più spettacolari ' realizzazioni ‘ di 

questa strategia evolutiva. 
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Alcuni delle ESBL note ad oggi sono enzimi ‘ ready-to-

use' nei loro produttori naturali 

Molte ESBL sono state generate in seguito a mutazioni 

nei geni che codificano per enzimi  ad ampio-

spettro, e hanno fatto la loro comparsa già a partire 

dagli anni ’60. 

Il vero problema corrisponde alla mobilitazione del  

gene codificante ESBL ma anche alla sua 

acquisizione e ad una sua espressione sufficiente a 

garantire un microrganismo più virulento. 





EVOLUZIONE DELLE BETA-LATTAMASI 
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TGO: trasferimento di geni orizzontale o 

trasferimento genico orizzontale  





geni d’origine che hanno subito mutazioni che conferiscono all’enzima 

la capacità di idrolizzare le oximino-cefalosporine. I geni si trovano su 

plasmidi e sono designati dalle sigle blaTEM, blaSHV, blaOXA;  
  

β-lattamasi simili alle precedenti ma derivanti da altri geni. Designati 

blaCTX-M e blaVEB, possono anch’essi trovarsi su plasmidi che spesso 

trasportano geni di resistenza anche per altri antibiotici;  

  

enzimi AmpC plasmidici. Questi enzimi sono derivati da geni presenti 

sul cromosoma di molti batteri. Conferiscono una resistenza ai β-

lattamici molto estesa. 



I meccanismi di resistenza ai β-lattamici sono molteplici e, a seconda delle 
caratteristiche del batterio e del bersaglio del β-lattamico, si registreranno effetti 

dell’antibiotico differenti. 

 

Sono stati scoperti i vari meccanismi di resistenza ai β-lattamici che sono: 
 

- la diminuzione dell’assorbimento dell’antibiotico a livello citoplasmatico dato dalla 

mutazione delle proteine di membrana che riducono il grado di penetrazione del 

beta-lattamico all’interno della cellula; 
 

- l’alterazione del bersaglio dell’antibiotico causato dalle alterazioni delle proteine 

quali le PBPs (Penicillin-binding proteins) che portano ad una minore affinità tra il 

recettore e l’antibiotico; 
 

- la produzione di enzimi capaci di degradare o alterare l’anello β-lattamico 



Non esiste una definizione universalmente 

condivisa di ESBL.  

Classicamente, tuttavia, questo termine 

è stato riservato agli enzimi di classe 

molecolare A che sono capaci di 

idrolizzare le ossimino-cefalosporine e i 

monobattami e che, a differenza delle β-

lattamasi di tipo AmpC, vengono inibiti in 

vitro dall’acido clavulanico e da altri 

inibitori delle β-lattamasi 

(sulbactam,tazobactam). Le ESBL così 

definite non idrolizzano i carbapenemi né 

(a differenza delle β-lattamasi di tipo 

AmpC) le cefamicine. Rispetto alle 

AmpC, le ESBL si differenziano anche per 

una attività spesso elevata nei confronti 

delle cefalosporine di quarta 
generazione quali cefepime e cefpirome.  



 

Oltre 400 differenti β-lattamasi isolate da numerose specie batteriche 

sono state descritte in letteratura. La classificazione di questi enzimi è 

complessa, ma può essere riassunta in due schemi principali: 

1. la classificazione funzionale di Bush, Jacoby e Medeiros, che 

raggruppa le β-lattamasi in 4 gruppi funzionali (numerati da 1 a 4) e in 

diversi sottogruppi (indicati con lettere) basandosi sull’attività degli 

enzimi verso differenti substrati e sulla loro sensibilità agli inibitori (acido 

clavulanico, sulbactam, tazobactam); 

2. la classificazione molecolare di Ambler, che raggruppa le β-

lattamasi in 4 classi molecolari (A, B, C e D) basandosi sulla loro 

struttura primaria. 





Distribuzione ESBL 
in differenti specie 
uomo incluso 



Geser et al. BMC Veterinary Research 2012, 8:21 





Phenotypically ESBL-producing isolates (n = 99) were tested for CTX-M, OXA, 

SHV and TEM using PCR, and isolates were further characterized using 

multilocus sequence typing (MLST). In total, 61 diverse isolates from different 

sources and/ or different MLST/PCR results were acquired. Five farm workers 

(three from cattle farms and two from pig farms) harbored ESBL-producing E. 

coli. All human isolates harbored the CTX-M β-lactamase; TEM and OXA β-

lactamases were additionally detected in two, resp.one, isolates. ESBL-

producing Escherichia spp. were found in fecal samples at pig (15/17), cattle 

(6/11) and poultry farms (3/6). In total, 70.6% (24/36) of the tested farms were 

ESBL positive. Furthermore, 9 out of 60 cloacal swabs turned out to be ESBL 

positive. All isolated ESBL-producing bacteria from animal sources were E. 

coli, except for one E. hermanii isolate. CTX-M was the most prevalent β-

lactamase at cattle and pig farms, while SHV predominated in poultry. 

Una fotografia della situazione epidemiologica 



It has been investigated the presence of ESBL and AmpC-producing 

Enterobacteriaceae in 200 rectal swabs of healthy swine and in 200 

samples of ground pork. 

Phenotypic testing by using the double synergy differential test (DSDT) 

for ESBL/AmpC-positive strains was confirmed by PCR and DNA 

sequence analysis. 

This study found ESBL and/or AmpC-producing Enterobacteriaceae in 

52.2% (95/182) isolates collected from rectal swabs and 3% (3/100) of 

isolates obtained from ground pork samples. Considering the swine 

isolates, the result showed that E. coli was the prevalent ESBL producer 

and TEM-52 was the most common detected TEM-type ESBL. 

One the other hand, no ESBL-producing Enterobacteriaceae were found 

in ground pork; only AmpC-type b-lactamase was found in three meat 

samples. 

41 % 



Sabia et al., 2016 Journal of Food Safety ISSN 1745-4565 



Sabia et al., 2016 Journal of Food Safety ISSN 1745-4565 







Accessing the composition of microbial community  

Metagenomic approach  

Culturomic approach  

Isolation and characterization of a reduced 

portion of the bacterial gut community 

Investigation of biodiversity and complexity of gut 

microbiota through Next-Generation Sequencing 

techniques 

16S rRNA microbial profiling  

40 



Workflow 

DNA Extraction 

(QIAamp DNA Stool 

Mini Kit)  

Library Preparation 

And Quantification 
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Illumina MiSeq  

Sequenceing 

Bioinformatic  

analysis 
Sampling 

Milani et al., 2013, Plos One 



Resistome clustering is influenced by both host animal and country  



Prediction of the cecal microbiomes of 
poultry 

Functional characterization of 
chicken cecal microbiome  
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Beta lactamase 

Metallo beta lactamase superfamily 

Bacitracin resistance protein BacA 

Chloramphenicol acetyltransferase 

Penicillin binding protein transpeptidase domain 

Beta Casp domain 

Glyoxalase Bleomycin resistance protein Dioxygenase superfamily 

VanZ like family 

VanW  like protein 

Glyoxalase like domain 

Condensation domain 

PASTA domain 

Streptomycin adenylyltransferase 

Penicillinase repressor 

Lantibiotic streptin immunity protein 

Nucleotidyltransferase domain 

Small Multidrug Resistance protein 

Phosphotransferase enzyme family 

Aminoglycoside hydroxyurea antibiotic resistance kinase 

D-ala-D-ala dipeptidase 

Tryptophan halogenase 

Acetyltransferase GNAT family 

Aminoglycoside 2 adenylyltransferase 

Aminoglycoside 3-N acetyltransferase 

Antibiotic biosynthesis monooxygenase 

CAAX protease self immunity 

Erythromycin esterase 

Immune inhibitor A peptidase M6 

NTF2like N terminal transpeptidase domain 

Ribosomal RNA adenine dimethylase 

Rifampin ADP ribosyl transferase 
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Feralization with accompanying detachment 
from human care is correlated with the 
reduction of ARGs in the FC microbiome  

Farm animals have undergone a genetic selection to 
reach maximum increase in body weight in a short 
time and a concurrent maximal conversion of diet into 
body weight. 
Lower prevalence of these genes can be considered 
as a selective advantage for balancing body size and 
mobility 



Grazie della vostra attenzione 

mariacristina.ossiprandi@unipr.it 


