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1 ABSTRACT 
The intensive use of antibiotics in human and veterinary medicine has promoted the global spread of 

antimicrobial resistance (AMR), with serious implications for public health and the sustainability of 

livestock farming. In this context, zoonotic pathogens such as S.aureus and S.agalactiae represent a 

complex threat, capable of crossing species barriers and spreading resistance genes. This thesis adopts 

an integrated One Health approach to analyse the spread of resistant bacterial strains in milk, assess 

the milk resistome, and propose innovative solutions for the control of contagious mastitis. To 

evaluate the risk associated with zoonotic pathogens and antimicrobial resistance genes, 

epidemiological and genomic analyses of bacterial strains were integrated with metagenomic studies 

of milking filters, aimed at monitoring the herd’s health status and the spread of AMR. Furthermore, 

the effectiveness and applicability of antimicrobial elastomers to produce milking liners were 

assessed, with the goal of reducing the transmission of contagious pathogens during milking. The 

introduction of these elastomers for milking significantly reduced the transmission of contagious 

pathogens, contributing to a decrease in mastitis incidence. Epidemiological analysis of over 36,000 

isolates enabled the identification of resistance patterns and their distribution in S.aureus and 

S.agalactiae. Furthermore, the application of metagenomic techniques to milking filters revealed a 

widespread presence of AMR genes, confirming the role of the farm environment in the circulation 

of resistance. Meanwhile, the adoption of advanced diagnostic protocols improved monitoring of the 

herd’s health status, enabling targeted interventions and a reduction in antibiotic use. These results 

demonstrate the effectiveness of an integrated and innovative approach in managing bovine 

infections, preventing the spread of AMR, and promoting public, animal, and environmental health 

according to the principles of the One Health paradigm. The implications of this study suggest the 

possibility of implementing replicable models of surveillance and health intervention in dairy farm, 

contributing concretely to the global fight against AMR. 
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2 INTRODUZIONE GENERALE 
L’utilizzo degli antibiotici, sia in medicina umana che veterinaria, ha portato nel corso dei decenni 

allo sviluppo e alla selezione di batteri resistenti ai trattamenti con milioni di morti ogni anno [1]. La 

gravità della situazione e il rischio di un eventuale peggioramento hanno portato all’introduzione di 

norme più stringenti sull’uso degli antibiotici, sia in campo umano che veterinario [2]. L’obiettivo 

comunitario di una riduzione del 50% del consumo di antibiotici in zootecnia entro il 2030 sta già 

dando buoni risultati: passando dai 118.3 mg/PCU (Population Correction Unit) nel 2018 agli 88.5 

mg/PCU nel 2023 (dati riferiti all’ultimo report EFSA, 2023) con una riduzione del 25% dei consumi, 

tuttavia, ancora molto va fatto per raggiungere l’obiettivo dei 59.2 mg/PCU. 

In questo contesto la rilevanza dei patogeni zoonosici assume un ruolo cruciale. La pressione selettiva 

esercitata dall’utilizzo degli antibiotici crea infatti le condizioni ideali per l’emergere di resistenze e 

per il loro trasferimento orizzontale tra specie batteriche diverse. Si stima che circa il 60% delle 

infezioni umane siano causate da patogeni zoonosici [3], i quali hanno la capacità di acquisire, 

sviluppare e veicolare ARG (geni di antimicrobico resistenza). Questi geni, a loro volta, possono 

essere trasmessi ad altre popolazioni batteriche, amplificando il rischio di diffusione dell’AMR. 

S.aureus e S.agalactiae sono un esempio emblematico di come dei batteri possano rappresentare un 

rischio complesso in diverse specie animali, uomo compreso. Infatti, non solo sono responsabili di 

infezioni in varie specie, ma sono anche agenti di zoonosi e zoonosi inversa - ovvero trasmessa 

dall’uomo agli animali – e portatori di ARG. La circolazione di questi batteri in entrambe le 

popolazioni – umana e animale –rappresenta quindi una seria minaccia per la salute globale. In 

quest’ottica, l’AMR stessa può essere considerata una zoonosi o una zoonosi inversa nel momento in 

cui batteri resistenti si trasmettono dagli animali all’uomo e viceversa. Nell’allevamento delle bovine 

da latte, la mastite rappresenta una delle patologie più diffuse e impattanti sulla salute e sul benessere 

degli animali, richiedendo frequentemente un trattamento antibiotico [4]. Tra i principali patogeni 

contagiosi responsabili di mastite figurano S.aureus e S.agalactiae      [5]. I dati di campo mostrano 

come la prevalenza delle infezioni mammarie rimanga elevata, nonostante gli enormi progressi 

ottenuti degli ultimi decenni. Una recente indagine condotta in Lombardia dall’Università degli Studi 

di Milano (UniMI – DSBCO, sezione One Health), in collaborazione con ARAL (Associazione 

regionale allevatori Lombardia), ha documentato una riduzione della prevalenza di queste infezioni 

dal 53% nel 2018 al 35,5% nel 2021, con una maggiore prevalenza di infezioni da S.aureus (28.1%) 

seguito da S.agalactiae (7.3%) [6]. Sebbene la tendenza sia stata positiva, il valore rimane ancora 

troppo elevato per garantire un adeguato livello di sanità aziendale, evidenziando la necessità di 

sviluppare ulteriori strumenti di prevenzione. Di conseguenza, il controllo di S.aureus e S.agalactiae  

negli allevamenti di bovine da latte rappresenta un’azione chiave nella riduzione dell’uso degli 

antibiotici e nella lotta globale all’AMR. 

Per quanto riguarda l’uso degli antibiotici negli animali, l’entrata in vigore del Regolamento UE 

2019/6, l’obbligo di ricetta elettronica e il registro elettronico dei trattamenti, hanno rivoluzionato il 

sistema di gestione del farmaco veterinario. Questo ha imposto nuovi approcci terapeutici ed un 

cambio di paradigma nella gestione igienico-sanitaria degli allevamenti. L’obiettivo non è solo una 

riduzione dell’impiego di antimicrobici, ma una loro razionale diminuzione come conseguenza di un 

miglioramento effettivo dello stato sanitario della mandria.  
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Una conseguenza pratica delle nuove norme è stato il passaggio dalla terapia in asciutta a tappetto a 

quella selettiva. Tradizionalmente alla fine della lattazione ogni bovina riceveva un trattamento 

antibiotico per eliminare eventuali infezioni intramammarie e per prevenirne di nuove alla successiva 

lattazione [7,8]. Sebbene con indubbi vantaggi questa pratica ad oggi non è più applicabile da un 

punto di vista legislativo, considerando che non tutte le bovine sono infette al momento dell’asciutta 

e che non tutte si infetteranno durante questo periodo [9,10]. L’asciutta selettiva, ovvero il trattamento 

dei soli animali malati, diventa quindi l’unica via percorribile. Tuttavia, la presenza di patogeni 

contagiosi come S.aureus e S.agalactiae rende la sua applicazione rischiosa [11]. Infatti, questo 

approccio terapeutico applicato in modo non corretto e razionale, porta all’aumento del rischio di 

infezioni e mastiti cliniche post-partum, con un peggioramento dello stato sanitario e produttivo 

dell’allevamento [12]. 

Oltre al problema di natura sanitaria, le mastiti impattano negativamente anche sul benessere degli 

animali e sulle loro capacità produttive, sia in termini quantitativi che qualitativi, riducendo 

l’efficienza e la sostenibilità dell’azienda [13,14]. Ad oggi, la zootecnia, e più nello specifico 

l’allevamento della bovina da latte, si trova ad affrontare diverse sfide. Da un lato, emergono fattori 

contingenti di tipo economico e geopolitico, come l’aumento dei costi energetici e delle materie 

prime, dovuto all’attuale instabilità politica globale. Dall’altro, permangono criticità strutturali e 

sanitarie che impattano sulla sostenibilità del sistema produttivo e richiedono interventi urgenti e 

strutturati. Tra queste, assume particolare rilevanza la necessità di garantire elevati standard di salute 

e benessere animale e al contempo una produzione lattiero-casearia sicura, riducendo l’uso improprio 

o eccessivo di antibiotici, come richiesto in maniera sempre più esplicita dalle istituzioni e dalla 

società civile [15,16]. 

Per questo motivo è necessario elaborare soluzioni innovative, pratiche e sostenibili per tutelare la 

salute della mammella, assicurare la qualità e la sicurezza del latte e promuovere, al tempo stesso, il 

benessere animale. 

2.1 L’APPROCCIO ONE HEALTH  
La pandemia da COVID-19, causata da un virus con origini animali [17], ha evidenziato la necessità 

di adottare una prospettiva One Health per affrontare efficacemente le sfide sanitarie globali. Il 

concetto di One Health promuove la collaborazione tra diversi settori per gestire malattie che possono 

trasmettersi tra esseri umani e animali. Oltre alle malattie infettive, anche la natura interconnessa di 

problemi quali la resistenza agli antimicrobici, la sicurezza alimentare, i cambiamenti climatici e la 

resilienza dei sistemi sanitari, richiedono soluzioni che integrino competenze provenienti da diverse 

discipline. Il concetto di One Health promosso a partire dalla "Dichiarazione di Manhattan" del 2004 

da OMS, FAO e WOAH, sottolinea l’indissolubile connessione tra salute umana, animale e 

ambientale, e la necessità di azioni transdisciplinari per comprenderle, tutelarle e promuoverle 

congiuntamente. 

Fattori come i cambiamenti climatici, le trasformazioni nell’uso del suolo, pratiche agricole non 

sostenibili e la globalizzazione offrono numerose opportunità ai patogeni di evolversi, aumentando 

la frequenza e la gravità delle malattie che passano dagli animali agli esseri umani [18]. Tuttavia, il 

rischio non riguarda solo l’uomo. Sebbene la maggior parte delle valutazioni si concentri sulla 

trasmissione dagli animali all’uomo, i patogeni possono diffondersi anche dagli esseri umani agli 

animali, con conseguenze significative per specie domestiche e selvatiche. La salute degli animali e 
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dell’ambiente è strettamente legata alle attività umane e al nostro rapporto con la natura. Allo stesso 

tempo, animali ed ecosistemi sani sono fondamentali per garantire la salute umana. Condividendo un 

unico pianeta, condividiamo anche una visione unitaria della salute. 

Per affrontare queste sfide sanitarie globali è necessaria una stretta collaborazione tra i settori della 

salute umana, animale, vegetale e ambientale. Questi sforzi congiunti mirano a sviluppare strategie 

globali per prevenire e controllare le principali malattie zoonotiche emergenti o riemergenti, così 

come altre minacce sanitarie di ampia portata. La salvaguardia della salute umana, animale e 

ambientale rappresenta una sfida prioritaria e sempre più urgente per la sanità pubblica. 

Tradizionalmente, questi ambiti sono stati affrontati separatamente, senza considerare appieno le 

complesse interconnessioni che li legano e le ripercussioni reciproche. In questo contesto, anche le 

infezioni a carico della mammella non devono essere viste esclusivamente come un problema 

sanitario o economico limitato all’allevamento bovino, ma come parte integrante di un sistema 

complesso. A questa consapevolezza si accompagna la necessità di un approccio integrato e 

sistematico, espresso pienamente nel concetto di One Health. Nel contesto lombardo, il concetto di 

One Health è stato formalmente adottato nelle linee guida per lo sviluppo con la Legge Regionale 

23/2015, trovando piena applicazione anche nel comparto zootecnico, con particolare riferimento al 

settore lattiero-caseario.  

Grazie alla disponibilità di ceppi batterici isolati nell’ambito dei piani di controllo delle mastiti da 

agenti contagiosi, attualmente in atto negli allevamenti, unitamente all’impiego di tecnologie di 

sequenziamento del DNA, vi è la possibilità di valutare il livello di rischio associato sia alle zoonosi 

che alle zoonosi inversa negli allevamenti e nelle produzioni lattiero-casearie. Un controllo di questo 

genere richiede necessariamente un approccio integrato che preveda il confronto sistematico tra 

isolati di origine umana e animale, considerando altresì i potenziali rischi derivanti dalla diffusione 

ambientale dei microrganismi e dei relativi ARG. L’integrazione dei dati provenienti da entrambi i 

settori, unita all’applicazione di tecnologie genomiche di ultima generazione, consentirà di potenziare 

la sorveglianza epidemiologica e di implementare efficacemente strategie di protezione della salute 

pubblica, animale e ambientale, in linea con i principi cardine dell’approccio One Health. 

La valutazione dell’esposizione ai diversi agenti patogeni e possibili portatori di geni di AMR è 

complessa. Oltre ai patogeni di interesse, è necessario considerare anche i microrganismi commensali 

e opportunisti, che possono rappresentare un veicolo significativo di AMR, e che non vengono 

considerati nei tradizionali sistemi di controllo sanitario del latte e dei suoi derivati. Ad oggi, i sistemi 

consolidati di raccolta dei campioni di latte vaccino, tramite le associazioni di allevatori a livello 

regionale, consentono di disporre in modo continuativo di una matrice sulla quale possono essere 

effettuate analisi mirate sul resistoma del latte vaccino, ovvero l’insieme di tutti gli ARG (Piras et al. 

2020). Questo approccio permetterebbe una valutazione molto più approfondita e continua del 

fenomeno AMR, facilitando l’individuazione tempestiva di eventuali criticità e il monitoraggio 

dell’auspicabile miglioramento progressivo della situazione in seguito all’implementazione degli 

interventi di controllo. 

2.2 APPROCCI INTEGRATI SECONDO IL PARADIGMA ONE HEALTH 
La crescente complessità dei sistemi zootecnici e l’emergere di nuove sfide sanitarie, tra cui la 

diffusione dell’antimicrobico-resistenza (AMR), hanno reso necessario lo sviluppo di modelli di 

gestione della salute animale più integrati, dinamici e predittivi. In questo contesto, l’approccio One 
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Health fornisce la cornice teorica entro cui interpretare la salute animale come parte di un sistema 

interconnesso che comprende anche l’uomo e l’ambiente. Gli approcci innovativi oggi impiegati si 

orientano verso strumenti che mirano a promuovere la prevenzione e la sorveglianza precoce, 

attraverso l’integrazione di informazioni provenienti da ambiti differenti — microbiologia, genomica, 

ambiente, tecnologie dei materiali e gestione aziendale. 

Un primo ambito di innovazione riguarda l’utilizzo delle tecnologie “-omiche” (genomica, 

metagenomica), che consentono di analizzare la complessità dei sistemi microbici associati agli 

animali e al loro ambiente. L’approccio metagenomico, in particolare, rappresenta uno strumento 

potente e non invasivo per la sorveglianza e il monitoraggio della presenza e della diffusione dei ARG 

negli allevamenti. Inoltre, grazie alla disponibilità di database pubblici contenenti milioni di isolati 

batterici, è possibile condurre analisi epidemiologiche sulla diffusione dei patogeni e dei relativi 

ARG, effettuare valutazioni comparative tra genomi di isolati umani e animali, e delineare reti di 

interazione tra batteri di origine animale e umana. 

Come già anticipato, la riduzione del consumo di antibiotici deve essere accompagnata da un 

miglioramento della gestione degli animali. Oltre al perfezionamento dei sistemi di mungitura, lo 

sviluppo di nuovi materiali con proprietà antimicrobiche per la produzione delle guaine di mungitura 

può contribuire significativamente a ridurre la circolazione dei patogeni all’interno dell’azienda. 

Questo aspetto è particolarmente rilevante per i patogeni contagiosi, il cui principale serbatoio è 

rappresentato dalla mammella: la trasmissione da un animale infetto a uno sano avviene infatti proprio 

durante la mungitura (Zecconi A. 2007; Mein 2012; Du et al. 2020; Latorre et al. 2020). Questa 

strategia di prevenzione passiva potrebbe ridurre la pressione microbica a carico del capezzolo, 

limitando la colonizzazione delle superfici da parte dei microrganismi e contribuendo così ad una 

migliore gestione della sanità animale. 

L’integrazione di tecnologie avanzate e pratiche gestionali innovative, in linea con il paradigma One 

Health, rappresenta una leva strategica per affrontare le sfide sanitarie emergenti negli allevamenti. 

La sinergia tra sorveglianza microbiologica, materiali innovativi e gestione aziendale consente non 

solo di migliorare il benessere animale, ma anche di contenere la diffusione dell’AMR, tutelando la 

salute pubblica e ambientale. In questo scenario, la sostenibilità sanitaria diventa un obiettivo 

condiviso, raggiungibile attraverso approcci multidisciplinari e intersettoriali 
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3 SCOPO DELLA TESI 
Le attività di ricerca svolte durante il periodo di dottorato sono state parte integrante del progetto 

MOOH, con l’obiettivo di promuovere la sanità e il benessere delle bovine da latte (One Milk) per 

salvaguardare la sanità dell’uomo e dell’ecosistema (One Health). Questo progetto sviluppato in 

collaborazione tra l’Università degli Studi di Milano – DSBCO, sezione One Health e ARAL ha 

affrontato diversi aspetti per contribuire a risolvere le criticità sopra indicate. L’obiettivo di questa 

linea di ricerca è stato quello di approfondire la conoscenza dei patogeni zoonosici e portatori di geni 

di antimicrobico resistenza (AMR) presenti nel latte vaccino, e sviluppare soluzioni efficaci per 

prevenirne e ridurne il rischio di trasmissione nella mandria e all’uomo. Per contribuire a tutelare la 

salute animale, umana e ambientale secondo i principi del paradigma One Health, in modo integrato 

e multidisciplinare. 

Per valutare il rischio legato a patogeni zoonosici portatori di geni di antimicrobico-resistenza 

(AMR), è stata analizzata la situazione epidemiologica e genomica di S.aureus (inclusi i ceppi 

MRSA) e S.agalactiae, utilizzando database internazionali e isolati di diversa origine. Parallelamente, 

sono state applicate tecniche metagenomiche ai filtri di mungitura e valutato il resistoma del latte, 

così da ottenere un indicatore della dinamica delle resistenze antimicrobiche in allevamento. La tesi 

intende esplorare il ruolo dell’ambiente aziendale nella circolazione dei microrganismi resistenti, 

valutando la possibilità di utilizzare matrici come il latte e i filtri di mungitura per monitorare in modo 

continuativo la presenza di geni AMR. 

In parallelo, la ricerca mira a testare l’efficacia di soluzioni tecnologiche applicabili in allevamento, 

come materiali antimicrobici applicati all’impianto di mungitura, e a sviluppare protocolli diagnostici 

avanzati basati su parametri immunitari e infiammatori. L’integrazione tra genomica, metagenomica 

e diagnostica molecolare rappresenta un elemento chiave per costruire modelli di sorveglianza 

epidemiologica replicabili, capaci di guidare interventi mirati e sostenibili. La tesi si propone inoltre 

di contribuire alla definizione di nuovi indicatori per lo stato sanitario e immunitario della mandria, 

con l’obiettivo di migliorare la gestione aziendale e ridurre l’impiego di antibiotici in modo razionale. 

In questo senso, l’approccio One Health non è solo un riferimento teorico, ma una prospettiva 

operativa che guida ogni fase del lavoro, dalla raccolta dei dati alla proposta di soluzioni applicabili 

sul campo. 

Complessivamente, il lavoro ha integrato strumenti diagnostici avanzati e metodiche innovative con 

l’intento di migliorare la salute degli animali, ridurre i rischi zoonosici e contenere la diffusione delle 

resistenze antimicrobiche, in un’ottica di sostenibilità dell’allevamento e tutela della salute pubblica. 
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4 SPERIMENTAZIONI EFFETTUATE 
Le attività sperimentali descritte in questo capitolo rappresentano il nucleo operativo del lavoro di 

dottorato e riflettono l’approccio integrato proposto dal paradigma One Health. 

Ciascuna sperimentazione è stata concepita con l’obiettivo di indagare, da prospettive complementari, 

il ruolo dei patogeni contagiosi e dei geni di resistenza antimicrobica (AMR) nella filiera del latte, 

integrando metodiche epidemiologiche, genomiche, metagenomiche e tecnologiche. L’approccio 

seguito ha previsto una progressione logica: a partire dall’analisi epidemiologica dei principali agenti 

eziologici della mastite contagiosa (S.agalactiae e S.aureus), per poi approfondirne la 

caratterizzazione genetica e il profilo di resistenza, fino a valutare l’efficacia di soluzioni innovative 

per la prevenzione delle infezioni. 

L’obiettivo trasversale di queste indagini è stato quello di costruire un quadro completo della 

diffusione dei determinanti di resistenza nella mandria e nel suo ambiente, individuando possibili 

strategie di controllo sostenibili e trasferibili ad altri contesti zootecnici. 

4.1 EPIDEMIOLOGIA DEI GENI DI RESISTENZA ANTIMICROBICA IN BATTERI CONTAGIOSI 
Un monitoraggio congiunto delle popolazioni batteriche di origine umana e animale è fondamentale 

per valutare la diffusione e l’associazione di ARG con aree geografiche e fonti di isolamento. 

L’accesso a database pubblici come quello del NCBI (National Center for Biotechnology 

Information), contenenti isolati provenienti da numerosi paesi e fonti può facilitare l’analisi della 

distribuzione dei ARG, permettendo di condurre analisi epidemiologiche su innumerevoli isolati di 

S.aureus e S.agalactiae (Meroni et al. 2022; Zaghen et al. 2023; Zaghen et al. 2023). 

È stato possibile analizzare così 1828 isolati di S.agalactiae e 35.026 isolati di S.aureus con 

l’obiettivo di caratterizzare meglio l’origine degli isolati resistenti agli antibiotici in base a 

caratteristiche geografiche, fonte di isolamento e dati clinici. 

4.1.1 Streptococcus agalactiae 
S.agalactiae, noto anche come GBS (Streptococcus di gruppo B, secondo la classificazione di 

Lancefield), nella prima metà del XX secolo era responsabile di circa il 90% delle mastiti bovine 

(Williams 1937). Negli anni ’60, il miglioramento nella gestione, diagnosi e terapia delle mastiti — 

in particolare grazie al piano in cinque punti elaborato dal National Institute for Research in Dairying 

(NIRD) — insieme a un uso più diffuso degli antibiotici, portò a una drastica riduzione delle infezioni 

causate da S.agalactiae (Philpot 1969). Attualmente, in Lombardia la prevalenza di S.agalactiae  è 

del 7,3% (Sora et al. 2022). Nonostante ciò, il batterio rimane il secondo agente patogeno più 

frequentemente associato alle mastiti contagiose bovine, dopo S.aureus (Sora et al. 2022). Questo 

patogeno continua a rappresentare un problema rilevante per l’allevamento bovino a livello mondiale, 

con conseguenze importanti sulla salute e sul benessere animale, oltre che sulla produttività e 

sostenibilità delle aziende zootecniche (Halasa et al. 2007). GBS è stato riscontrato in numerose 

specie animali, non solo nei mammiferi ma anche in rettili, anfibi e pesci (Edelstein & Pegram, 1974; 

Bishop et al., 2007; Delannoy et al., 2013; Tavella et al., 2018). In quest’ultimi, può provocare gravi 

infezioni, causando ingenti perdite economiche nel settore dell’acquacoltura (Amal et al., 2011). 

Nell’uomo le infezioni da S.agalactiae assumono particolare rilievo nelle gestanti e nei neonati. È 

infatti il principale agente eziologico di sepsi e meningite neonatale nei paesi industrializzati; 
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un’infezione contratta in gravidanza può avere gravi conseguenze sia per il feto che per la madre 

(Berardi et al., 2007; Edwards et al., 2011; Nanduri et al., 2019). Negli adulti, le forme cliniche più 

frequenti includono infezioni cutanee e delle vie urinarie, polmoniti, meningiti e batteriemie, con 

possibile evoluzione in endocarditi. Colpisce soprattutto soggetti fragili, in particolare anziani e/o 

affetti da patologie croniche come diabete o tumori (Hays et al. 2016; Raabe and Shane 2019; Hayes 

et al. 2020) 

Prima dell’avvento della classificazione genomica, la sierotipizzazione suddivideva GBS in dieci 

sierotipi (Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII, VIII, IX). Successivamente, con l’analisi MLST (Multilocus 

Sequence Typing) (Jones et al., 2003) è stato possibile raggruppare i sierotipi in complessi clonali 

(CC), che rappresentano insiemi di ceppi strettamente correlati tra loro. La distribuzione dei CC varia 

geograficamente e differisce tra ceppi colonizzanti e ceppi patogeni. I sierotipi III, Ia, Ib, II e V sono 

correlati con le infezioni nei neonati, nelle altre infezioni umane invece prevalgono i sierotipi Ia, Ib, 

II e V (Hays et al. 2016; Raabe and Shane 2019; Hayes et al. 2020).  

Sebbene alcuni CC siano tipici di specifici ospiti, non mancano eccezioni che testimoniano passaggi 

di specie (spillover) documentati sia in senso zoonotico che di zoonosi inversa (Sørensen et al. 2019; 

Crestani et al. 2021). L’epidemiologia di S.agalactiae è complessa, con la coesistenza di numerosi 

ceppi dotati di differenti fattori di virulenza. Tra questi, gli ST103 e ST591 sono stati individuati sia 

in bovini sia in esseri umani, un dato che indica un potenziale passaggio tra specie, capace di 

influenzare sia la patogenicità sia i pattern di resistenza (Carra 2021). 

Un esempio significativo riguarda il CC61/67, fino agli anni ’70 il prevalente nella popolazione 

bovina ma completamente assente nei ceppi umani. I programmi di controllo e di eradicazione della 

mastite hanno eliminato questo CC in molti paesi, ma in seguito sono comparsi ceppi GBS bovini 

con caratteristiche simili ai CC tipici dell’uomo (CC1 e CC103/314). La presenza in questi ceppi del 

gene di resistenza alle tetracicline (TcR), raro nei ceppi bovini e non correlato ai farmaci usati per la 

mastite, suggerisce un’origine umana. L’acquisizione dell’operone Lac.2, tipico dei ceppi bovini e 

assente in quelli umani, ha poi favorito l’adattamento del batterio alla ghiandola mammaria. Le analisi 

genetiche indicano inoltre che il passaggio da uomo a bovino è circa due volte più probabile rispetto 

al percorso inverso (Crestani et al. 2021). 

Il cambio di ospite espone i ceppi di GBS a nuove pressioni selettive e alla possibilità di acquisire 

geni accessori, compresi quelli di resistenza agli antibiotici. Questo, unito all’evoluzione dei sistemi 

di allevamento, può favorire la comparsa di nuovi ceppi capaci di vanificare i piani di eradicazione, 

sia in ambito veterinario che umano. In medicina umana, nelle gestanti a rischio si applica una 

profilassi antibiotica intrapartum per prevenire l’infezione neonatale (Raabe and Shane 2019). La 

penicillina è il trattamento di elezione, in caso di allergia si utilizzano macrolidi o lincosamidi, ma la 

crescente resistenza a questi ultimi limita le alternative terapeutiche (Hayes et al. 2020). Per questi 

motivi le infezioni da S.agalactiae  rappresentano un classico esempio di problema che richiede un 

approccio integrato One Health. 

4.1.1.1 Epidemiologia dei geni di resistenza antimicrobica in S.agalactiae  
Un’indagine svolta dal nostro gruppo di ricerca ha utilizzato circa un milione di isolati presenti nel 

NCBI pathogen detection isolate browser (NPDIB), selezionando parametri quali nome scientifico, 

data di raccolta, località, tipo di isolamento e genotipo AMR per analizzare i ceppi di S.agalactiae 

[21].  
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Il database, pur essendo volontario e non basato su campionamento casuale, è rappresentativo dei 

ceppi di S.agalactiae legati a malattie umane e non, includendo sequenze da tutto il mondo e da varie 

fonti biologiche. La scarsa presenza di sequenze da animali rappresenta un punto critico 

nell’approccio One Health, poiché le infezioni da GBS associate agli animali da reddito (LA-GBS) 

sono comuni [6,22], ma probabilmente sottostimate nel database per i costi elevati delle analisi. La 

maggior parte delle sequenze proviene dall’Europa (50%), suggerendo una maggiore prevalenza di 

GBS, questo conferma ulteriormente la necessità di raccogliere più isolati animali, data l’elevata 

frequenza di LA-GBS nelle vacche da latte [23,24], per promuovere il monitoraggio della loro 

distribuzione e ridurre il rischio di trasmissione tra uomo e animali.  

La resistenza alle tetracicline è diffusamente elevata, infatti TetM è il gene più frequente [25–28], 

seguito da ermB e ant(6)Ia. ErmB conferisce resistenza ai macrolidi [25], mentre ant(6)Ia agli 

aminoglicosidi [29,30]. Mentre, i geni per la resistenza a penicillina e vancomicina rimangono rari 

[25,31]. 

L’analisi dei cluster ha evidenziato sei profili AMR: C2 senza geni AMR; C6 positivo per i 10 geni 

più frequenti; C3, C4 e C5 con resistenza combinata a tetracicline, macrolidi e aminoglicosidi, con 

msrD implicato nella resistenza all’azitromicina [32]. Il C6 era prevalente nel 2021–2022 in Asia ed 

Europa, mentre C2 era ridotto in Europa, suggerendo che l’acquisizione di nuovi geni AMR 

contribuisca alla diffusione della malattia. 

Nonostante la raccolta non epidemiologica, l’analisi dei dati fornisce informazioni utili sulle infezioni 

da GBS umane ed evidenzia la mancanza di dati da animali, cruciale in un’ottica One Health. Lo 

studio conferma l’importanza crescente dell’AMR, con un cluster di geni più frequenti prevalente nei 

paesi asiatici, sottolineando la necessità di protocolli prudenti per l’uso di antimicrobici nelle aree a 

maggior incidenza di infezioni. 

4.1.1.2 Conclusioni 
L’analisi condotta su S.agalactiae ha evidenziato la diffusione di geni di resistenza antimicrobica 

comuni, come tetM, ermB e ant(6)-Ia, confermando il ruolo centrale di questo patogeno nella 

dinamica globale dell’AMR. La presenza di ceppi geneticamente affini tra uomo e animale rafforza 

l’ipotesi di frequenti eventi di spillover e zoonosi inversa, sottolineando l’importanza di un approccio 

One Health nella sorveglianza epidemiologica. Nonostante la ridotta rappresentatività di isolati di 

origine animale nei database internazionali, lo studio fornisce una base solida per comprendere la 

circolazione dei determinanti genetici di resistenza.  

4.1.1.3 Pubblicazioni inerenti questa sezione 
Articolo: Epidemiology of Antimicrobial Resistance Genes in Streptococcus agalactiae Sequences 

from a Public Database in a One Health Perspective 

Autori: Gabriele Meroni, Valerio M. Sora, Francesca Zaghen, Alessio Soggiu, Piera Anna Martino e 

Alfonso Zecconi 

Pubblicato in Antibiotics 2022, 11, 1236. https://doi.org/10.3390/antibiotics11091236 

4.1.2 Staphylococcus aureus 
S.aureus è considerato uno dei batteri più diffusi sia negli animali sia negli esseri umani. È un 

microrganismo commensale presente sulla cute e sulle mucose, ma può anche essere ritrovato in 

https://doi.org/10.3390/antibiotics11091236
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alimenti, acqua e vari ambienti (Fogarty et al. 2015; Gajdács 2019). Nonostante ciò, è anche un 

importante patogeno responsabile di diverse infezioni nell’uomo, tra cui intossicazioni alimentari, 

infezioni respiratorie, infezioni nosocomiali, infezioni cutanee e del tratto urinario, sindrome da shock 

tossico e infezioni di dispositivi protesici [33]. La maggior parte dei casi si osserva in contesti 

ospedalieri e comunitari (Wertheim et al. 2005; Tong et al. 2015) e si stima che nel 2019 la mortalità 

globale dovuta a infezioni da S.aureus abbia raggiunto circa 1 milione di persone (Ikuta et al. 2022).  

Grazie alla produzione di enterotossine, S.aureus è anche considerato uno dei principali agenti di 

malattie di origine alimentare (Kadariya et al. 2014). Negli Stati Uniti si stima che causi circa 241.000 

casi all’anno, mentre in Europa nel 2021 i casi ufficialmente diagnosticati sono stati 640, con oltre 

50 ospedalizzazioni (Scallan et al. 2011; The European Union One Health 2022 Zoonoses Report 

2023). Questi numeri probabilmente sottostimano la reale frequenza delle infezioni, poiché molti casi 

lievi non richiedono assistenza medica e rimangono non segnalati. Il batterio è veicolato da alimenti 

di diversa natura, sia crudi, come latte e formaggi a latte crudo, ma anche da alimenti trattati 

termicamente ma contaminati. Infatti, i cibi ad alta manipolazione sono frequentemente coinvolti in 

casi di tossinfezione alimentare da S.aureus, evidenziando il ruolo cruciale delle mani umane nella 

contaminazione degli alimenti [34–36].  

Negli animali, S.aureus è presente in quasi tutte le specie, dai selvatici al bestiame e agli animali 

domestici (Abdel-Moein and Samir 2011; Heaton et al. 2020; Park and Ronholm 2021), e può 

provocare diverse patologie con conseguenze sanitarie ed economiche rilevanti, specialmente negli 

animali da allevamento. Tra queste mastiti nei ruminanti, setticemie, infezioni osteoarticolari e 

pododermatiti nel pollame, epidermiti essudative nei suinetti e ascessi cutanei nei conigli [37–40].  

Nelle bovine da latte S.aureus è un noto patogeno contagioso, responsabile di mastiti subacute e 

croniche, con gravi conseguenze sulla salute degli animali e sulla loro produttività, con un impatto 

significativo sulla produzione di latte [14]. Inoltre, le infezioni intramammarie croniche da S.aureus 

rappresentano una delle principali cause di riforma anticipata delle bovine da latte [40–42]. Si stima 

che S.aureus sia presente nel 25% dei casi di mastite a livello mondiale [5]. In Lombardia, la 

prevalenza degli allevamenti bovini positivi è pari al 28,1% [6].  

La virulenza di S.aureus deriva dalla produzione di molteplici fattori: tossine, enzimi degradativi, 

proteine di adesione e meccanismi di evasione immunitaria [43–45]. Inoltre, la flessibilità genetica di 

S.aureus, alimentata dal trasferimento orizzontale di geni e da mutazioni puntiformi, ha favorito 

l’emersione di ceppi virulenti e multiresistenti [46]. Nel corso dei decenni, si è osservato lo sviluppo 

di resistenze verso numerosi principi attivi, tra cui penicilline, aminoglicosidi, fluorochinoloni, 

macrolidi e vancomicina [47]. La capacità di formare biofilm contribuisce anche ad una resistenza 

aspecifica del batterio, ostacolando l’azione degli antimicrobici e complicandone la gestione clinica 

[48].  

Per questi motivi S.aureus è inserito dal CDC nel gruppo ESKAPE, che comprende i microrganismi 

più virulenti e resistenti agli antibiotici, ed è riconosciuto a livello globale come una minaccia 

prioritaria per la salute pubblica. I ceppi meticillino-resistenti (MRSA), inizialmente individuati in 

ambito ospedaliero (HA-MRSA) e successivamente anche in comunità extra-ospedaliere (CA-

MRSA), si sono diffusi tra gli anni ’80 e ’90. Successivamente, nei primi anni 2000 sono stati 

identificati nuovi ceppi MRSA associati agli animali da allevamento (LA-MRSA) [49,50]. I ceppi 

LA-MRSA possono essere trasmessi tra gli animali e verso gli allevatori, gli addetti alla cura degli 

animali o i veterinari che lavorano a stretto contatto con il bestiame; in queste categorie di lavoratori 
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il rischio di colonizzazione è maggiore [51], così come la possibilità che essi agiscano da vettori 

diffondendo i ceppi MRSA al di fuori degli allevamenti. 

S.aureus è un microrganismo altamente adattabile, con diversi lignaggi associati a specifici ospiti 

[52,53]; sebbene il passaggio da un ospite principale a uno diverso sia raro, eventi di spillover possono 

verificarsi con maggiore frequenza, causando infezioni in ospiti insoliti [54]. Il lignaggio più 

frequentemente identificato nelle infezioni umane associate all’esposizione ad animali è il CC398, lo 

stesso che prevale anche negli animali da allevamento. Studi filogenetici suggeriscono però che si 

tratti di una zoonosi inversa:  il CC398 deriverebbe infatti da ceppi MSSA (S.aureus meticillino-

sensibile) associati all’uomo, trasmessi successivamente agli animali, dove hanno acquisito la 

resistenza alla meticillina, per poi ritornare all’uomo come MRSA CC398 [55,56]. Ciò potrebbe 

essere correlato ad una carenza nel sistema di restrizione-modificazione (R-M system) del tipo 

ST398, che, a differenza di altri ceppi di S.aureus, presenta solo il sistema di tipo I, favorendo il 

trasferimento genetico orizzontale e la più facile acquisizione di elementi genetici mobili [57,58]. 

Inoltre, considerando il contesto in cui avvengono questi eventi, è evidente come uno contatto stretto 

e prolungato tra esseri umani e animali, favorisca la frequenza degli spillover e dei salti d’ospite [59]. 

Questo spiega come il ceppo ST398 abbia sviluppato un così ampio spettro di ospiti, nonostante il 

comportamento abitualmente specie-specifico dei vari ceppi di S.aureus [60]. 

Il rischio di trasmissione, quindi, dovrebbe tenere conto non solo delle infezioni zoonotiche e 

antropozoonotiche (zoonosi inverse), ma anche della diffusione dei ARG tra specie diverse, attraverso 

meccanismi ancora poco conosciuti [61]. Il suo potenziale zoonotico e la capacità di sviluppare e 

diffondere ARG ne fanno un modello emblematico per l’approccio integrato One Health. Infatti, 

S.aureus è oggetto di controllo sia nell’uomo che negli animali, i piani di sorveglianza dovrebbero 

tenere conto delle caratteristiche fenotipiche e genetiche del batterio, dell’epidemiologia delle 

infezioni, e sviluppare strategie che considerino isolati provenienti sia dalla popolazione umana che 

animale, e del rischio di diffusione di questi patogeni e dei ARG nell’ambiente. Studi relativi alla 

correlazione tra pattern di AMR e origine degli isolati (specie, stato clinico, paese...) sono 

estremamente ridotti. Con l’obiettivo di contribuire a colmare questo gap due analisi 

epidemiologiche, presentate nei successivi paragrafi, sono state condotte utilizzando un database 

pubblico NCBI (Pathogen Detection Isolate Browser; NPDIB). 

4.1.2.1 Epidemiologia dei geni di resistenza antimicrobica in Staphylococcus aureus isolati da 
un database pubblico in un’ottica One Health: caratteristiche del campione e origine 
degli isolati 

 

4.1.2.1.1  Metodologia  
I parametri selezionati per eseguire lo studio epidemiologico sui ceppi di S.aureus caricati in questo 

database sono stati reperiti da uno studio precedente [21]. In sintesi, i dati sono stati esportati in 

Microsoft ExcelTM e i dati identificativi sono stati organizzati in colonne in una matrice. Ogni ARG 

è stato associato a una colonna, che è stata riempita con 1 se il gene era presente nel campione e 0 se 

non lo era. Le informazioni nelle altre colonne sono state modificate per uniformare i formati e 

sostituire le voci testuali con numeri. 

Tutti i dati sono stati analizzati con SPSS 28.0.1.1 (IBM Corp., Armonk, NY, USA, 2022). È stato 

applicato il test χ² con correzione di Bonferroni per analizzare la distribuzione delle frequenze. Il test 
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esatto di Fisher è stato utilizzato al posto del test χ² quando la numerosità delle celle era inferiore a 6. 

Per classificare gli isolati in base alle diverse combinazioni di ARG, è stata applicata un’analisi cluster 

con i seguenti parametri: distanza euclidea, metodo di aggregazione di Ward e troncamento al 20% 

della distanza totale [62]. L’analisi cluster è una tecnica multivariata che consente di identificare 

gruppi di isolati con profili simili di ARG, facilitando così l’aggregazione degli isolati in base alle 

loro caratteristiche. 

4.1.2.1.2 Risultati  
Il database pubblico alla data del 30 aprile 2022 includeva 35.026 isolati, Il numero totale di isolati 

dopo la pulizia dei dati è stato portato a 34.233, di cui 2.091 (6,1%) appartenevano alla classe NHA 

(Non-human Associated), 16.787 (49,0%) alla classe HUA (Human Associated) e 15.355 (44,9%) 

alla classe UNK (Unknown). A causa della relativamente bassa frequenza degli isolati classificati 

come altre fonti umane e della loro eterogeneità, questi ultimi non sono stati ulteriormente considerati 

nelle analisi epidemiologiche. La Tabella 1 riporta la distribuzione delle fonti degli isolati classificate 

secondo le tre categorie considerate (clinici, animali/allevamenti/ambiente e sconosciuti). 

Tabella 1. Distribuzione delle fonti degli isolati. 

Categoria Fonte Isolati (N) Frequenza (%) 

NHA1 Animale 725 34.7 

 Ambiente 256 12.2 

 Allevamenti 201 9.6 

 Cibo 909 43.5 

Clinici (HUA) Sangue 4298 25.6 

 Apparato respiratorio 7366 43.9 

 Pelle 1338 8.0 

 Ferite 704 4.2 

 Ascessi 312 1.8 

 Altri distretti 1846 11.0 

 Altre fonti 923 5.5 

UNK Fonti sconosciute 14247 92.8 

 Altri distretti 432 2.8 

 Altre fonti 676 4.4 
1NHA=non-human associate, HUA=human associate, UNK=unknown. 

4.1.2.1.2.1 Distribuzione dei geni di resistenza 
S.aureus è un patogeno ben noto che porta con sé una vasta varietà di ARG. Il database riportava 67 

diversi ARG, e in questo studio ne sono stati considerati 39, escludendo quelli con una prevalenza 

inferiore al 2%. Le frequenze variano dal 2% di dfrS1 al 99,9% di mepA. I ARG mostrati nella Tabella 

2 appartengono a 13 diverse classi di antibiotici: tetracicline, penicilline, acido fosfonico, 

fluorochinoloni, aminoglicosidi, nucleosidi, macrolidi, glicopeptidi, diaminopirimidine, rifamicine, 

mupirocine, fenicoli e fusidani. I geni blaI, blaR1, mecR1 e mecI sono stati esclusi dallo studio in 

quanto sono geni regolatori di blaZ e mecA, rispettivamente. Per quanto riguarda la diffusione degli 

ARG, è stato identificato il gene più diffuso per ciascuna classe di antibiotici: tra gli ARG per gli 

aminoglicosidi, il gene con la frequenza più alta è ant(9)-Ia, con un totale di 9.179 isolati (17,8%) 

positivi; dfrG per le diaminopirimidine, con 3.657 isolati (10,7%) positivi; parC per la classe dei 

fluorochinoloni, con 17.446 isolati (51%) positivi; mup(A) per la classe delle mupirocine, con 1.421 
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isolati (4,2%) positivi; mecA per la classe dei penams (67,1%). Le frequenze relative per fex(A) e 

catA, appartenenti alla classe dei fenicoli, sono rispettivamente 806 (2,4%) e 795 (2,3%) isolati 

positivi; nella classe dell’acido fosfonico, fos(B) è il gene più prevalente, con 21.257 isolati (62,1%) 

positivi; erm(C) è il gene più frequente identificato nella classe dei macrolidi, con 5.685 casi di 

positività; e infine, mepA è il gene più rappresentato nella classe delle tetracicline, con 34.205 isolati 

(99,9%) positivi. 

Tabella 2. Frequenze dei geni di resistenza (%) (soglia di prevalenza >2%)1. 

Gene TOTALE NHA2 HUA UNK 

mepA 99.9 100.0
a,3

 100.0
b
 99.9

a
 

tet (38) 99.0 99.4
a
 98.4

b
 99.6

a
 

blaI 82.1 72.8
a
 80.5

b
 85.0

c
 

blaR1 72.4 66.4
a
 75.4

b
 70.0

c
 

mecA 67.1 49.9
a
 73.5

b
 62.4

c
 

blaZ 66.7 66.4
a
 64.5

a
 69.2

b
 

fos(B) 62.1 45.2
a
 71.4

b
 54.3

c
 

mecR1 56.2 29.9
a
 66.7

b
 48.2

c
 

parC 51.0 24.2
a
 59.0

b
 45.8

c
  

gyrA 48.5 19.2
a
 57.1

b
 43.1

c
 

murA 44.0 54.8
a
 43.0

b
 43.5

b
 

Abc-f 40.4 34.3
a
 46.6

b
 34.4

a
 

glpT 27.3 42.2
a
 20.4

b
 32.9

c
 

ant(9)-la 26.8 6.4
a
 36.0

b
 19.5

c
 

erm(A) 26.6 4.7
a
 35.9

b
 19.4

c
 

ant(6)-la 21.4 24.8
a
 28.8

b
 12.7

c
 

mecI 20.7 4.0
a
 30.2

b
 12.5

c
 

aadD1 20.5 12.1
a
 28.6

b
 12.9

a
 

aph(3’)-lla 20.4 18.1
a
 27.9

b
 12.5

c
 

aac(6’)-le/aph(2”)-la 17.8 12.7
a
 18.1

b
 18.2

b
 

sat4 17.5 8.9
a
 25.0

b
 10.5

a
 

erm(C) 16.6 16.8
a
 15.4

b
 17.9

a
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blaPC1 16.5 9.9
a
 16.3

b
 17.6

c
 

bleO 15.2 3.2
a
 21.5

b
 9.9

c
 

Tet(K) 14.2 19.5
a
 10.9

b
 17.1

c
 

msr(A) 13.4 9.1
a
 19.7

b
 7.0

c
 

mph(C) 12.9 9.0
a
 19.2

b
 6.5

c
 

dfrG 10.7 14.3
a
 11.4

b
 9.4

c
 

tet(M) 10.6 11.4
a
 8.2

b
 13.1

a
 

parE 6.2 1.2
a
 6.3

b
 6.8

b
 

rpoB 5.3 3.9
a
 6.6

b
 4.1

a
 

mup(A) 4.2 0.5
a
 6.0

b
 2.6

c
 

tet(L) 3.2 8.8
a
 2.4

b
 3.2

c
 

erm(B) 3.0 12.7
a
 2.2

b
 2.5

b
 

ileS 2.9 0.4
a
 2.8

b
 3.4

c
 

fex(A) 2.4 9.8
a
 2.2

b
 1.5

c
 

fusC 2.4 0.2
a
 2.1

b
 2.9

c
 

catA 2.3 4.4
a
 2.9

b
 1.5

c
 

dfrS1 2.0 1.0
a
 2.3

b
 1.8

c
 

1<2% aac(6’)-le ; aph(2”)-l; apmA; cat-TC;cfr; dfrB ;dfrF; dfr(K); erm(T);fosD; fosY; fus(A); fusB; 

lnu(A); mec C; mprF; rpIC_G152D;spd;tet(C) ; vanA; vanH-A; vanR-A;vanS-A; vanX-A; vanY-A; 

vanZ-A; vga(A); walK. 

2NHA: non-human-associated, HUA=human-associated, UNK=unknownorigin ,TOT=total.  

3Valori con apici diversi tra le righe differiscono in modo statisticamente significativo (a=0.05). 

4.1.2.1.2.2 Analisi dei cluster 
L’analisi cluster è stata eseguita per identificare possibili pattern di resistenza agli antibiotici, che 

possono essere considerati l’espressione del set specifico di ARG dei diversi isolati, consentendo così 

l’analisi di una possibile relazione con altri fattori quali per esempio specie, fonte, origine geografica. 

L’analisi ha identificato sette diversi cluster basati sulla presenza degli ARG descritti in Tabella 2. 

La Tabella 3 descrive la composizione dei cluster in base alle frequenze degli ARG e la Tabella 4 

contiene informazioni sulla categoria di isolamento e sul numero totale di isolati per cluster. La 

distribuzione delle frequenze degli ARG più rappresentativi in ciascun cluster e per ciascuna classe 

di antibiotici, a eccezione di mepA, non è omogenea: tra tutti i cluster, il cluster 1 ha frequenze più 

elevate di dfrG, parC, fex(A) ed erm(C); il cluster 2 non ha frequenze elevate per nessuno degli ARG 

considerati; il cluster 3 mostra un’abbondanza di fusC; il cluster 4 è caratterizzato da frequenze 
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elevate dei geni ant(9)-Ia, abc-f, bleO, sat4, mecA, fos(B) e rpoB; il cluster 5 ha frequenze più elevate 

di abc-f, bleO, sat4, mecA e fos(B); nel cluster 6 gli ARG più abbondanti sono ant(9)-Ia, dfrG, parC, 

mup(A), mecA e fos(B); e infine, il cluster 7 è caratterizzato da una frequenza più alta del gene fex(A). 

Quando si considerano geni specifici, ant(9)-Ia è concentrato principalmente nei cluster 4 e 6; abc-f 

nei cluster 4 e 5; dfrG e parC sono più prevalenti nei cluster 1 e 6; fusC è principalmente predominante 

nel cluster 3; bleO e sat4 hanno frequenze più elevate nei cluster 4 e 5; mup(A) ha la prevalenza più 

alta nel cluster 6; mecA ha la prevalenza più alta nei cluster 4, 5 e 6; fex(A) è quasi assente in tutti i 

cluster tranne nel cluster 1 e 7; fos(B) ha frequenze elevate in tutti i cluster, in particolare nei cluster 

4, 5 e 6; rpoB è concentrato nei cluster 4 e 6; e infine, erm(C) ha un’alta prevalenza nel cluster 1. La 

Figura 1 rappresenta graficamente i tassi di ARG divisi per classe di antibiotico e cluster, per meglio 

descrivere visivamente la distribuzione degli ARG tra tutti e sette i cluster. 

 

Figura 1. Frequenze dei ARG relative alle classi di antibiotici in ciascun cluster. 

 

I cluster 4, 5 e 6 hanno mostrato la frequenza più alta di isolati HUA con valori superiori al 60%; i 

cluster 2, 3 e 7 hanno mostrato le frequenze più elevate di isolati NHA, anche se questa categoria non 

rappresenta ancora quella predominante in questi cluster. La categoria UNK, che comprende tutti gli 

isolati non caratterizzati in base alla fonte di isolamento, costituisce circa il 50% di tutti i cluster ad 

eccezione dei cluster 4, 5 e 6. Le caratteristiche dei diversi cluster in relazione alle classi di fonte di 

isolamento degli isolati mostrano che i cluster 2 e 7 hanno la proporzione più alta di isolati NHA 

(rispettivamente il 25,3% e il 33,2% del totale degli isolati NHA), mentre i cluster 4 e 5 hanno la 

proporzione più alta di isolati HUA (rispettivamente il 22,2% e il 17,4% del totale degli isolati HUA). 

Gli isolati UNK hanno la proporzione più alta nel cluster 7 (30,2% del totale degli isolati UNK). Per 

tutti i cluster è stata osservata una differenza statisticamente significativa tra le frequenze degli isolati 

classificati in base alla fonte. 

Tabella 3. Frequenza dei geni di resistenza (ARG) per classe antibiotica e cluster. n=numero degli 

isolati positivi. Il gene con la frequenza più elevata è rappresentato in grassetto. 
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Classe 

Antibiotica 

Gene Cluster 

ARG (n) 1 2 3 4 5 6 7 

aminiglicosidi 

ant(9)-la (9179) 0,3% 0,3% 0,1% 95,7

% 

20% 94,7

% 

9,4% 

ant(6)-la (7310) 10,6

% 

0,1% 0% 0,3% 94,3

% 

99,2

% 

8,7% 

aadD1 (7033) 17,7

% 

1,1% 3,3% 70,5

% 

19,9

% 

23,6

% 

5,3% 

aph(3’)-lla (6984) 0,7% 0,5% 0,2% 2,9% 96,6

% 

99,3

% 

7,9% 

aac(6’)-le/aph(2”)-

la (6102) 

18,3

% 

1,7% 4% 23,3

% 

10,6

% 

92,1

% 

14,3

% 

antibiotici con 

meccanismo 

d’azione vs 

sintesi proteica 

Abc-f (13816) 49,7

% 

34,2

% 

52,1

% 

59,3

% 

53,2

% 

24,3

% 

13,3

% 

diaminopirimid

ine 

dfrG (3657) 16,4

% 

2,2% 6,2% 0,8% 6,9% 64,2

% 

9% 

dfrS1 (681) 2,7% 0,6% 1,4% 4,9% 0,7% 1,1% 1,3% 

fluoroquinoloni 

parC (17446) 97,7

% 

13,3

% 

1,4% 92,2

% 

64,6

% 

96,0

% 

18,7

% 

gyrA (16601) 95,0

% 

10,3

% 

0,2% 91,4

% 

61,1

% 

95,8

% 

14,6

% 

parE (2126) 15,2

% 

0,8% 0,3% 13,5

% 

3,7% 14,3

% 

0,3% 

fusidani fusC (807) 2,7% 3,1% 7,6% 0,9% 1,2% 0,7% 0,7% 

glicopeptidi 
bleO (5197) 5,9% 0,1% 0,6% 70,1

% 

16,2

% 

1% 0,6% 

mupirocine 

mup(A) (1421) 5% 1,1% 1,5% 4,0% 7,0% 23,1

% 

0,4% 

ileS (1000) 1,6% 0,4% 0,1% 11,9

% 

1,5% 4,9% 0,4% 

nucleosidi 
sat4 (5986) 0,7% 0,3% 0% 1,8% 87,2

% 

98,7

% 

1,4% 

penicilline 

mecA (22968) 94,4

% 

18,2

% 

32,0

% 

93,3

% 

91,3

% 

98,2

% 

53,5

% 

blaZ (22850) 96,1

% 

0,4% 99,4

% 

56,5

% 

97,6

% 

27,1

% 

60,1

% 

blaPC1 (5641) 7,9% 0,1% 0,2% 10,7

% 

1,7% 66,2

% 

39,3

% 

fenicoli 
fex(A) (806) 10% 0,4% 0,8% 0% 0% 0% 2,6% 

catA (795) 1,5% 0,4% 0,9% 1,6% 2,3% 4,6% 4,6% 

acido fosfonico 

fos(B) (21257) 33,1

% 

51% 64,2

% 

96,9

% 

93,3

% 

99,5

% 

34,1

% 

murA (15048) 10,3

% 

48,4

% 

5,5% 16,1

% 

57,6

% 

73,3

% 

93,8

% 

glpT (9354) 0,3% 34,3

% 

1,7% 8% 2% 0,3% 92,6

% 
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rifamicine 
rpoB (1819) 3,1% 1,8% 0,9% 13,5

% 

2,5% 25,1

% 

1,6% 

macrolidi 

mph(C) (4401) 4,2% 0,6% 0,6% 6,2% 87,7

% 

1,9% 0,3% 

msr(A) (4571) 4,4% 0,9% 1,5% 6,4% 87,8

% 

2,1% 1,3% 

erm(A) (112) 0,3% 0,2% 0,1% 95,6

% 

19,9

% 

95,2

% 

8,5% 

erm(C) (5685) 50,7

% 

4,8% 10,5

% 

7,8% 11,4

% 

3,3% 15,7

% 

erm(B) (1015) 2,5% 0,9% 1% 0% 0,2% 0% 9,8% 

tetracicline 

tet (38) (33893) 99,6

% 

99,9

% 

100% 99,6

% 

93,9

% 

98,5

% 

100% 

tet(k) (4869) 8,5% 3,4% 9,1% 3,5% 8,4% 40,2

% 

30,7

% 

tet (L) (1087) 9,9% 0,3% 0,7% 0,3% 2,6% 0,1% 4,7% 

tet(m) (3621) 1,1% 1,6% 1,6% 11,9

% 

1% 43,9

% 

22,3

% 

mepA (34205) 99,9

% 

100% 99,9

% 

100% 100% 100% 99,8

% 

 

Tabella 4. Distribuzione degli isolati tra i cluster in base alla fonte (umana, animale, e sconosciuta). 

Fonte 

degli 

isolati 

Cluster 

1 2 3 4 5 6 7 

NHA1 189 

(3,5%)  

528 

(13,8%) 

417 

(8,5%) 

66  

(1,1%) 

192 

(4,6%) 

4 (0,2%) 695 

(8,7%) 

HUA 2361 

(43,8%) 

1643 

(43%) 

1993 

(40,6%) 

3735 

(63,8%) 

2916 

(69,1%) 

1497 

(72,5%) 

2642 

(33,1%) 

UNK 2845 

(52,7%) 

1653 

(43,2%) 

2494 

(50,9%) 

2050 

(35%) 

1110 

(26,3%) 

564 

(27,3%) 

4639 

(58,2%) 

TOT 5395 

(100%) 

3824 

(100%) 

4904 

(100%) 

5851 

(100%) 

4218 

(100%) 

2065 

(100%) 

7976 

(100%) 
1 NHA: non-human-associated, HUA=human-associated, UNK=unknown, TOT=totale.  

4.1.2.1.3 Discussione 
Il database NPDIB può essere considerato una fonte importante di dati, poiché raccoglie informazioni 

come data e fonte di isolamento, localizzazione geografica e presenza di ARG di diversi isolati 

batterici provenienti da tutto il mondo. Grazie a queste caratteristiche, può essere utilizzato come una 

fonte affidabile per monitorare la diffusione della AMR e condurre analisi epidemiologiche con una 

potenza statistica che non può essere raggiunta attraverso metodi convenzionali. Questa fonte di 

informazioni non corrisponde esattamente alle linee guida epidemiologiche (ad esempio, 

campionamento casuale) poiché si basa sul caricamento volontario dei dati. Tuttavia, l’elevato 

numero di isolati di S.aureus presenti nel database può essere considerato rappresentativo della 

comunità di questi batteri legati a patologie umane o animali. 
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Nel complesso, 35 ARG appartenenti a tredici classi antibiotiche, sono stati inclusi nelle analisi 

condotte in questo studio. Questi geni coprono un’ampia varietà di meccanismi di resistenza, tra cui 

modifiche enzimatiche del bersaglio, protezione ribosomiale, efflusso attivo dell’antibiotico, 

inattivazione enzimatica e mutazioni nei geni bersaglio. I geni individuati comprendono resistenze 

associate ad aminoglicosidi, macrolidi, fluorochinoloni, tetracicline, fosfomicina, cloramfenicolo, 

rifampicina, acido fusidico, trimetoprim, streptotricina, mupirocina, bleomicina e vancomicina. Tali 

ARG rappresentano un insieme eterogeneo di determinanti genetici che contribuiscono alla 

multiresistenza del patogeno e alla sua capacità di adattamento a diverse pressioni selettive 

antibiotiche. 

I diversi isolati possono presentare distribuzioni differenti di geni AMR; pertanto, il pattern di 

resistenza rappresenta una descrizione più appropriata delle caratteristiche degli isolati in relazione 

alle malattie umane e animali. I pattern di resistenza dei cluster mostrano che i geni correlati alle 

proteine abc-f, all’acido fosfonico e alle tetracicline sono distribuiti uniformemente in tutti i cluster, 

in accordo con studi precedenti [63–65]. Il cluster 2 presenta la minore presenza di ARG, mentre i 

cluster 4, 5 e 6 mostrano alte frequenze di ARG relativi a nove classi antibiotiche diverse. Il cluster 

4 mostra alti tassi di ARG correlati a glicopeptidi e rifamicine, il cluster 5 a glicopeptidi e macrolidi, 

e il cluster 6 a diaminopirimidine e rifamicine. Gli ARG relativi a diaminopirimidine, fusidani, 

mupirocine e fenicoli mostrano una bassa prevalenza, eccetto per le diaminopirimidine nel cluster 6. 

Confrontando le frequenze di ARG e la composizione delle fonti di isolamento, si osserva che i cluster 

composti principalmente da isolati HUA (4, 5 e 6) hanno frequenze più alte di ARG per diverse classi 

antibiotiche, mentre i cluster 2 e 7, con un numero maggiore di isolati NHA, mostrano frequenze 

basse o intermedie. Ciò potrebbe indicare una diversa distribuzione degli elementi genetici di 

resistenza tra isolati da animali, alimenti, ambiente e uomo.  

Questo database consente di lavorare con una quantità straordinaria di dati globali sull’epidemiologia 

dei geni AMR. Tuttavia, una debolezza potenziale dello studio è che gli isolati NHA sono molto meno 

numerosi rispetto a HUA e UNK, creando un possibile bias. Dal punto di vista One Health, la bassa 

frequenza di isolati di origine animale non dovrebbe essere attribuita a una bassa prevalenza di 

malattie negli animali, ma alla bassa frequenza di caricamento di isolati animali, evidenziando la 

necessità di ampliare il database in questo comparto.  

4.1.2.1.4 Conclusioni 
L’analisi condotta sul database NPDIB, contenente isolati di S.aureus raccolti a livello globale, 

potrebbe rappresentare uno strumento utile per monitorare costantemente l’evoluzione della 

diffusione dei ARG in diverse specie, paesi e ambienti, seguendo perfettamente il paradigma One 

Health. I risultati di questo studio hanno permesso di identificare la presenza di cluster con specifici 

pattern di ARG e che questi cluster possono essere associati a diverse fonti di isolamento (ad esempio, 

umane o non umane). La presenza di una frequenza significativamente più alta di isolati HUA tra i 

cluster con pattern AMR più elevato suggerisce che questi isolati rappresentano un rischio maggiore 

per la salute umana, e il pattern specifico di resistenza dovrebbe essere considerato in presenza di un 

esito clinico. Inoltre, le grandi differenze nella fonte degli isolati tra i diversi cluster suggeriscono che 

lo sviluppo di programmi di sorveglianza e/o prevenzione dovrebbe tenerne conto per aumentarne 

l’efficacia. 
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Questo ultimo risultato supporta l’importanza di caratterizzare gli isolati non solo per la presenza di 

geni rilevanti, ma anche per la loro fonte di isolamento (specie, organo, ecc.). L’utilizzo di un database 

basato su caricamenti volontari ovviamente ha i suoi svantaggi, come il fatto di non seguire protocolli 

epidemiologici rigorosi per la raccolta degli isolati e l’incompletezza della maggior parte dei dati, 

ma, anche tenendo conto di questi punti critici, non si può trascurare che sia possibile raccogliere 

informazioni utili da una quantità così elevata di dati. 

L’attenzione delle autorità sanitarie pubbliche e veterinarie dovrebbe concentrarsi sull’incrementare 

l’uso di questo database, per aumentare ulteriormente la quantità e la qualità dei dati caricati, 

rendendolo uno strumento utile per migliorare i piani di sorveglianza e contrastare la minaccia in 

costante crescita della resistenza antimicrobica a livello mondiale. 

 

4.1.2.2 Epidemiologia dei geni di resistenza antimicrobica in Staphylococcus aureus isolati da 
un database pubblico in un’ottica One Health: origine del campione e distribuzione 
geografica degli isolati   

4.1.2.2.1 Risultati 
L’estrazione dei dati, in data 30/04/2022, ha incluso 35.206 isolati di S.aureus. Classificati in tre 

gruppi: HUA, NHA e UNK. Dopo la verifica dei dati, 26.430 isolati nell’analisi epidemiologica sono 

stati inclusi nell’analisi epidemiologica. La maggior parte degli isolati proveniva dal Nord America 

(USA, Canada e Messico) e dall’Europa, rispettivamente il 35% e il 30,8% degli isolati. L’Asia 

rappresentava circa il 20% degli isolati, mentre Oceania, Sud America e Africa avevano le percentuali 

più basse, con frequenze comprese tra il 3% e il 7% (Figura 2).  

 

 

 

Figura 2. Distribuzione mondiale degli isolati di S.aureus. 
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¹ Altra Asia include: Arabia Saudita, Bangladesh, Cambogia, Emirati Arabi Uniti, Giordania, Hong 

Kong, Kazakistan, Kuwait, Libano, Nepal, Oman, Pakistan, Russia, Singapore, Siria, Sri Lanka, 

Corea del Sud, Thailandia, Taiwan, Turchia e Vietnam. 

La Tabella 5 riporta la distribuzione degli isolati tra le diverse regioni geografiche in base alle 

caratteristiche della fonte: il 63% di essi è stato classificato come HUA, il 7,8% come NHA, mentre 

i restanti isolati avevano origine sconosciuta. Il gruppo HUA era il più frequente in ogni area 

geografica; utilizzando il test χ² (α = 0,05) in ogni area geografica è stata osservata una differenza 

statistica significativa tra gli isolati NHA, HUA e UNK, ad eccezione dell’Africa. 

Tabella 5. Distribuzione geografica e differenze statistiche tra isolati NHA, HUA e UNK. 

Regione 

Geografica 

 NHA1 HUA UNK Totale 

Nord America N 

% 

595a 2
 

(6.4) 

7940b
 

(77.7) 

1470c
 

(15.9) 

9255 

(100) 

Europa N 

% 

490a
 

(6) 

3441b
 

(42.3) 

4213c
 

(51.7) 

8144 

(100) 

Altra Asia3 N 

% 

135a
 

(5.2) 

1832b
 

(70.3) 

639c
 

(24.5) 

2606 

(100) 

Cina N 

% 

685a
 

(27.8) 

802b
 

(32.6) 

974c
 

(39.6) 

2461 

(100) 

Oceania N 

% 

85a
 

(4.9) 

1472b
 

(84.6) 

183c
 

(10.5) 

1740 

(100) 

Sud America N 

% 

13a
 

(0.9) 

1369b
 

(98.2) 

12c
 

(0.9) 

1394 

(100) 

Africa N 

% 

56a
 

(6.7) 

545a
 

(65.7) 

229a
 

(27.6) 

830 

(100) 
1 NHA= non-human associated, HUA= human associated, UNK= unknown. 

2 I valori con apici diversi tra le righe differiscono statisticamente al test χ² o al test esatto di Fisher 

(α = 0,05).  

3 Altra Asia include: Arabia Saudita, Bangladesh, Cambogia, Emirati Arabi Uniti, Giordania, Hong 

Kong, Kazakistan, Kuwait, Libano, Nepal, Oman, Pakistan, Russia, Singapore, Siria, Sri Lanka, 

Corea del Sud, Thailandia, Taiwan, Turchia e Vietnam. 

Dato il consistente numero di isolati provenienti dall’Europa e dagli Stati Uniti, questo dataset è stato 

analizzato in modo approfondito. In Europa (Figura 3), il Regno Unito contava 2212 isolati (27%), 

seguito dalla Germania con 1547 (19%), dalla Danimarca con 928 (11,4%), dai Paesi Bassi con 754 

(9,3%), dalla Svizzera con 599 (7,4%) e dall’Italia con 515 (6,3%). Altri stati europei presentavano 

frequenze di isolati inferiori. La proporzione di isolati del Regno Unito era significativamente 

maggiore rispetto agli altri paesi, ma considerando il rapporto casi/popolazione, la proporzione di casi 

era più alta per la Danimarca (154 record/milione di abitanti), la Svizzera (68 record/milione di 

abitanti) e i Paesi Bassi (42 record/milione di abitanti), mentre nel Regno Unito erano registrati 33 

record/milione di abitanti e in Germania 19 record/milione di abitanti. La tendenza osservata nella 

distribuzione globale tra isolati NHA, HUA e UNK è stato osservato anche nei dati europei (Tabella 

6), dove era presente una differenza statistica significativa tra i tre gruppi in tutte le aree considerate.  
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Figura 3. Distribuzione degli isolati di S.aureus in Europa. 

¹ Altra Europa include: Austria, Belgio, Bielorussia, Croazia, Finlandia, Grecia, Lettonia, Lituania, 

Lussemburgo, Polonia, Portogallo, Repubblica Ceca, Romania, Serbia, Slovenia e Ungheria. 

Tabella 6. Distribuzione europea degli isolati NHA, HUA e UNK. 

Stato  NHA1 HUA UNK Totale 

Regno Unito 
N 

% 

73a 2
 

(3.3) 

1440b
 

(65.1) 

699a
 

(31.6) 

2212 

(100) 

Altra Europe3 
N 

% 

129a
 

(8.1) 

593b
 

(37.3) 

867c
 

(54.6) 

1589 

(100) 

Germania 
N 

% 

135a
 

(8.7) 

586b
 

(37.9) 

826c
 

(53.4) 

1547 

(100) 

Danimarca 
N 

% 

3a
 

(0.3) 

153b
 

(16.5) 

722c
 

(83.2) 

928 

(100) 

Paesi Bassi 
N 

% 

8a
 

(1.1) 

282b
 

(37.4) 

464c
 

(61.5) 

754 

(100) 

Svizzera 
N 

% 

81a
 

(13.5) 

115b
 

(19.2) 

403c
 

(67.3) 

599 

(100) 

Italia 
N 

% 

61a
 

(11.8) 

272b
 

(52.8) 

182c
 

(35.3) 

515 

(100) 
1 NHA= non-human associated, HUA= human associated, UNK= unknown. 

2 I valori con apici diversi tra le righe differiscono statisticamente al test χ² o al test esatto di Fisher 

(α = 0,05). 

3 Altra Europa include: Austria, Belgio, Bielorussia, Croazia, Finlandia, Grecia, Lettonia, Lituania, 

Lussemburgo, Polonia, Portogallo, Repubblica Ceca, Romania, Serbia, Slovenia e Ungheria. 
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Tra i diversi stati degli USA, il Massachusetts presentava la frequenza più alta di isolati (1530, 17%), 

seguito dalla California con il 15% degli isolati USA (1388 isolati), dallo stato di New York con il 

13% (1160 isolati) e dall’Iowa con l’11% (1007 isolati). Gli stati rimanenti avevano frequenze 

inferiori al 10% (Figura 4). Per l’analisi statistica, tutti gli stati USA con una frequenza <2% sono 

stati inclusi nella categoria “Altri Stati”. I risultati dell’analisi statistica hanno mostrato una differenza 

statisticamente significativa tra i tre gruppi di isolati in ciascuno Stato, ad eccezione di New York, 

Iowa, Pennsylvania e Missouri. 

Uno scenario simile a quello europeo è emerso anche negli Stati Uniti quando è stata considera la 

popolazione. Infatti, sono stati registrati 314 record per milione di abitanti in Iowa, uno Stato 

tipicamente agricolo, mentre il Massachusetts, che ha fornito il numero più alto di isolati, ha mostrato 

una proporzione di 218 record per milione di abitanti. New York ha riportato 59 record per milione 

di abitanti, e la California 35 record per milione di abitanti (Tabella 7). 

 

 

Tabella 7. Distribuzione e le differenze statistiche osservate tra gli isolati NHA, HUA e UNK negli 

Stati Uniti. 

Stato  NHA1 HUA UNK Totale 

Altri Stati2 N 

% 

243a 3 

(12.8) 

1153b 

(60.7) 

503c 

(26.5) 

1899 

(100) 

Figura 4. Distribuzione degli isolati di S.aureus negli Stati Uniti. 

¹ Altri Stati include: Alabama, Alaska, Arizona, Arkansas, Colorado, Connecticut, Delaware, Florida, 

Georgia, Hawaii, Idaho, Illinois, Indiana, Kansas, Kentucky, Louisiana, Maine, Minnesota, 

Mississippi, Montana, Nebraska, Nevada, New Hampshire, New Jersey, New Mexico, Carolina del 

Nord, Dakota del Nord, Oklahoma, Oregon, Rhode Island, Carolina del Sud, Dakota del Sud, 

Tennessee, Texas, Utah, Vermont, Virginia, Washington, Virginia Occidentale, Wisconsin, Wyoming. 



26 

 

Massachusetts N 

% 

0a 

(0.0) 

1239b 

(81) 

291c 

(19) 

1530 

(100) 

California  N 

% 

0a 

(0.0) 

829b 

(59.7) 

559c 

(40.3) 

1388 

(100) 

New York N 

% 

74a 

(6.4) 

1068a 

(92.1) 

18b 

(1.6) 

1160 

(100) 

Iowa N 

% 

0a 

(0.0) 

1003b 

(99.6) 

4a 

(0.4) 

1007 

(100) 

Pennsylvania N 

% 

2a 

(0.3) 

593b 

(98.5) 

7a 

(1.2) 

602 

(100) 

Maryland N 

% 

121a 

(28.2) 

282b 

(65.7) 

26c 

(6.1) 

429 

(100) 

Ohio N 

% 

0a 

(0.0) 

344b 

(94.8) 

19c 

(5.2) 

363 

(100) 

Missouri N 

% 

0a 

(0.0) 

352b 

(100) 

0a 

(0.0) 

352 

(100) 

Michigan N 

% 

3a 

(1.1) 

270b 

(95.1) 

11a 

(3.9) 

284 

(100) 
1 NHA= non-human associated, HUA= human associated, UNK= unknown. 

2 Altri stati include: Alabama, Alaska, Arizona, Arkansas, Colorado, Connecticut, Delaware, Florida, 

Georgia, Hawaii, Idaho, Illinois, Indiana, Kansas, Kentucky, Louisiana, Maine, Minnesota, 

Mississippi, Montana, Nebraska, Nevada, New Hampshire, New Jersey, New Mexico, North 

Carolina, North Dakota, Oklahoma, Oregon, Rhode Island, South Carolina, South Dakota, 

Tennessee, Texas, Utah, Vermont, Virginia, Washington, West Virginia, Wisconsin, Wyoming. 

3 I valori con apici diversi tra le righe differiscono statisticamente al test χ² o al test esatto di Fisher 

(α = 0,05). 

 

4.1.2.2.1.1 Analisi dei cluster 
Per identificare un possibile schema nella distribuzione degli ARG, è stata eseguita un’analisi dei 

cluster sul dataset, non solo per riconoscere un profilo specifico AMR dei vari isolati, ma anche per 

individuare potenziali associazioni tra i diversi schemi e la fonte o la regione di origine degli isolati. 

Nella Tabella 8 è visualizzata la distribuzione dei sette cluster identificati nello studio precedente 

(Zaghen et al. 2023), nel sottoinsieme di isolati considerati in questo studio. 

L’analisi statistica è stata condotta per identificare possibili associazioni tra l’origine degli isolati e 

l’appartenenza ai cluster (Tabelle 8–10). L’analisi ha evidenziato variazioni ampie e significative tra 

i cluster in relazione all’origine geografica (Tabella 8). In particolare, il Nord America ha mostrato 

la prevalenza più significativa dei Cluster 4 e 5 (64,9% e 73,5%, rispettivamente); il Cluster 1 è 

risultato più prevalente in Europa, con 2034 isolati, rappresentando oltre la metà di tutti gli isolati in 

questo cluster (53,7%); anche il Cluster 2 con 1153 isolati (40,3%), il Cluster 7 con 2228 isolati 

(41,4%) e il Cluster 3 con 1138 isolati (33,3%) sono stati più frequentemente riportati in Europa, 

sebbene con prevalenze inferiori. Il Cluster 6 ha mostrato la prevalenza più alta in altra Asia, con 

1019 isolati (56,3%). 
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Tabella 8. Distribuzione geografica dei cluster e differenze statistiche tra le regioni geografiche 

all’interno di ciascun cluster. 

1 I valori con apici diversi tra le righe differiscono statisticamente al test χ² o al test esatto di Fisher 

(α = 0,05 

2 Altra Asia include: Arabia Saudita, Bangladesh, Cambogia, Emirati Arabi Uniti, Giordania, Hong 

Kong, Kazakistan, Kuwait, Libano, Nepal, Oman, Pakistan, Russia, Singapore, Siria, Sri Lanka, 

Corea del Sud, Thailandia, Taiwan, Turchia e Vietnam 

Poiché la maggior parte degli isolati è stata segnalata dall’Europa e dagli Stati Uniti, e i numeri tra 

queste due aree erano comparabili, è stata analizzata anche la diversa distribuzione dei cluster tra 

queste due regioni. I risultati del test χ² (Figura 5a) e dei residui (Figura 5b) hanno confermato 

differenze significative nelle frequenze dei cluster tra gli isolati europei e quelli statunitensi. Queste 

differenze sono particolarmente significative per i Cluster 1, 5, 6 e 7. 

Regione 

Geografica 

Cluster 

1 

N (%) 

Cluster 

2 

N (%) 

Cluster 

3 

N (%) 

Cluster 

4 

N (%) 

Cluster 

5 

N (%) 

Cluster 

6 

N (%) 

Cluster 

7 

N (%) 

Nord America 456e 1
 

(12.1) 

977c
 

(34.1) 

651c
 

(19.1) 

3471f
 

(64.9) 

2802f
 

(73.5) 

59f
 

(3.3) 

839e
 

(15.6) 

Europa 2034b
 

(53.7) 

1153a
 

(40.3) 

1138d
 

(33.3) 

933a
 

(17.5) 

331d
 

(8.7) 

327d
 

(18.1) 

2228a
 

(41.4) 

Altra Asia2 229a
 

(6) 

193b
 

(6.7) 

225c
 

(6.6) 

236b, d 

(4.4) 

255a
 

(6.7) 

1019c
 

(56.2) 

449d
 

(8.3) 

Cina 622b
 

(16.4) 

159b
 

(5.5) 

468b
 

(13.7) 

359e
 

(6.7) 

28b
 

(0.7) 

38b
 

(2.1) 

787b
 

(14.6) 

Oceania 335c
 

(8.8) 

122b
 

(4.3) 

401a
 

(11.7) 

131c, d 

(2.4) 

43e
 

(1.1) 

33b
 

(1.8) 

675c
 

(12.5) 

Sud America 38a
 

(1) 

127b, c
 

(4.4) 

344c
 

(10.1) 

136a, b, c, d
 

(2.5) 

289e
 

(7.6) 

256e
 

(14.2) 

204d
 

(3.8) 

Africa 75a
 

(2) 

136a
 

(4.7) 

188a, b 

(5.5) 

84a, b, c, d
 

(1.6) 

66a
 

(1.7) 

77a
 

(4.3) 

204a
 

(3.8) 

Totale 3789 

(100) 

2867 

(100) 

3415 

(100) 

5350 

(100) 

3814 

(100) 

1809 

(100) 

5386 

(100) 
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Quando la distribuzione dei cluster è stata analizzata all’interno dei paesi europei, sono state osservate 

notevoli differenze (Tabella 9). In effetti, il Cluster 1 è stato principalmente rilevato nel Regno Unito, 

mentre la Germania ha fornito circa un terzo degli isolati del Cluster 7, così come la Svizzera per il 

Cluster 4. Più in generale, ogni paese sembrava essere caratterizzato da uno o due cluster con una 

prevalenza nettamente superiore rispetto a tutti gli altri. 

La stessa analisi applicata agli Stati Uniti (Tabella 10) ha fornito risultati simili, con la distribuzione 

dei cluster fortemente associata a specifici stati. In particolare, il Cluster 4 è stato principalmente 

associato agli isolati provenienti dal Massachusetts, il Cluster 5 a quelli di New York, il Cluster 6 alla 

California e il Cluster 7 all’Iowa. 

Tabella 9. Distribuzione geografica dei cluster in Europa e differenze statistiche tra i Paesi. 

Stato 

Cluster 

1 

N (%) 

Cluster 

2 

N (%) 

Cluster 

3 

N (%) 

Cluster 

4 

N (%) 

Cluster 

5 

N (%) 

Cluster 

6 

N (%) 

Cluster 

7 

N (%) 

Regno Unito 
1243e 1

 

(61.1) 

377b
 

(32.6) 

150d
 

(13.2) 

273e
 

(29.3) 

11b
 

(3.3) 

53b
 

(16.2) 

105f
 

(4.7) 

Altra Europa2 
408d

 

(20.1) 
252a

 

(21.9) 
266c

 

(23.3) 
157c, e  
(16.8) 

89a 

(26.9) 
107d

 

(32.8) 
310d

 

(13.9) 

Germania 
227 

b
 

(11.2) 

164b
 

(14.2) 

210b, c 

(18.5) 

90b
 

(9.6) 

90a
 

(27.2) 

57b
 

(17.4) 

709b
 

(31.8) 

Danimarca 
90a

 

(4.4) 

153a
 

(13.3) 

289a
 

(25.4) 

12a
 

(1.3) 

61a
 

(18.4) 

3a
 

(0.9) 

320a 

(14.4) 

Paesi Bassi 
7c

 

(0.3) 

82b
 

(7.1) 

102b, c
 

(9) 

0d
 

(0.0) 

1b
 

(0.3) 

0a
 

(0.0) 

562c
 

(25.2) 

Svizzera 11c
 56b

 56b,d
 364f 41a 23b,

 
d
 48e

 

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

1 2 3 4 5 6 7

N

Cluster

(a)

USA
EUR

-60

-40

-20

0

20

40

60

1 2 3 4 5 6 7

%

Cluster

(b)

Figura 5. Confronto tra la distribuzione dei cluster (a) e i residui (differenza tra frequenza attesa e 

osservata) (b) tra isolati di S.aureus europei e statunitensi. 
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(0.5) (4.9) (4.9) (39) (12.4) (7) (2.2) 

Italia 
48a

 

(2.4) 

69a, b 

(6) 

65b,
 
c
 

(5.7 ) 

37b,
 
c
 

(4) 

38a
 

(11.5) 

84c
 

(25.7) 

174a
 

(7.8) 

Totale 
2034 

(100) 

1153 

(100) 

1138 

(100) 

933 

(100) 

331 

(100) 

327 

(100) 

2228 

(100) 
1 I valori con apici diversi tra le righe differiscono statisticamente al test χ² o al test esatto di Fisher 

(α = 0,05). 

2 Altra Europa include: Austria, Belgio, Bielorussia, Croazia, Finlandia, Grecia, Lettonia, Lituania, 

Lussemburgo, Polonia, Portogallo, Repubblica Ceca, Romania, Serbia, Slovenia e Ungheria. 

Tabella 10. Distribuzione geografica dei cluster negli USA e differenze statistiche tra gli Stati. 

Stato Cluster 

1 

N (%) 

Cluster 

2 

N (%) 

Cluster 

3 

N (%) 

Cluster 

4 

N (%) 

Cluster 

5 

N (%) 

Cluster 

6 

N (%) 

Cluster 

7 

N (%) 

Altri Stati1 95b, d, f, h 2 

(20.9) 

290a 

(35.2) 

253d 

(39.9) 

496c 

(14.4) 

387b 

(13.8) 

13a, b, c 

(22.7) 

365b 

(46.1) 

Massachusetts 15i 

(3.3) 

7g 

(0.8) 

18a 

(2.8) 

1191b 

(34.4) 

268b 

(9.6) 

1c 

(1.8) 

30a, b, c 

(3.8) 

California  87a, b, c, d, 

e, f, g 

(19.1) 

170a, b 

(20.6) 

10a 

(1.6) 

587a 

(17) 

492a 

(17.5) 

20a 

(35.1) 

22a 

(2.8) 

New York 101 c, g 

(22.2) 

122a, b, c 

(14.8) 

97b 

(15.3) 

114e 

(3.3) 

661c 

(23.6) 

13a, b 

(22.7) 

52c 

(6.6) 

Iowa 31h 

(6.8) 

90b, c, d, e, 

f 

(10.9) 

78b 

(12.3) 

402a 

(11.6) 

227b 

(8.1) 

1b, c 

(1.8) 

178b 

(22.5) 

Pennsylvania 54a, c, e, g 

(11.9) 

37c, d, e, f 

(4.5) 

36b 

(5.7) 

231a 

(6.7) 

221a 

(7.9) 

5a, b, c 

(8.8) 

18a, c 

(2.3) 

Maryland 35e, f, g 

(7.7) 

18e, f 

(2.2) 

21b 

(3.3) 

85c 

(2.5) 

251c 

(9) 

3a, b, c 

(5.3) 

16a, c 

(2) 

Ohio 11b ,d, f, h, i 

(2.4) 

32a, b, c, d, 

e, f 

(3.9) 

19b 

(3) 

143a 

(4.1) 

122a 

(4.4) 

0a, b, c 

(0.0) 

36d 

(4.5) 

Missouri 9d, h, i 

(2) 

46a,b 

(5.6) 

86c  

(13.6) 

20e 

(0.6) 

120a 

(4.3) 

1a, b, c 

(1.8) 

70b 

(8.8) 

Michigan 17a, b, c, d, 

e, f, g, h 

(3.7) 

12d, f 

(1.5) 

16b 

(2.5) 

185d 

(5.4) 

49b 

(1.8) 

0a, b, c 

(0.0) 

5a, c 

(0.6) 

Totale 455 

(100) 

824 

(100) 

634 

(100) 

3454 

(100) 

2798 

(100) 

57 

(100) 

792 

(100) 
1 Altri stati include: Alabama, Alaska, Arizona, Arkansas, Colorado, Connecticut, Delaware, Florida, 

Georgia, Hawaii, Idaho, Illinois, Indiana, Kansas, Kentucky, Louisiana, Maine, Minnesota, 

Mississippi, Montana, Nebraska, Nevada, New Hampshire, New Jersey, New Mexico, North 

Carolina, North Dakota, Oklahoma, Oregon, Rhode Island, South Carolina, South Dakota, 

Tennessee, Texas, Utah, Vermont, Virginia, Washington, West Virginia, Wisconsin, Wyoming. 
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2 I valori con apici diversi tra le righe differiscono statisticamente al test χ² o al test esatto di Fisher 

(α = 0,05). 

 

Gli isolati umani (clinici), sono stati più frequentemente classificati nei Cluster 4, 5 e 7 (Tabella 11), 

e l’analisi statistica delle frequenze tra le aree geografiche conferma le differenze osservate nel 

database generale. La maggior parte degli isolati in Nord America è stata classificata nei Cluster 4 e 

5, mentre il Cluster 1 è risultato il più frequente in Europa, fornendo quasi il 50% degli isolati 

classificati in questo cluster. Gli isolati del Cluster 2 provenivano principalmente dal Nord America, 

dall’Europa e da paesi asiatici. 

 

Tabella 11. Distribuzione e differenze statistiche degli isolati HUA tra i cluster nelle regioni 

geografiche. 

Regione 

Geografica 

Cluster 

1 

N (%) 

Cluster 

2 

N (%) 

Cluster 

3 

N (%) 

Cluster 

4 

N (%) 

Cluster 

5 

N (%) 

Cluster 

6 

N (%) 

Cluster 

7 

N (%) 

Nord America 344a 1
 

(14.7) 

631a
 

(39.6) 

508d
 

(25.5) 

2824d
 

(76) 

2222e
 

(76.7) 

49b
 

(3.3) 

612d
 

(23.3) 

Europa 1165f
 

(49.6) 

601d
 

(37.7) 

481b
 

(24.3) 

331a
 

(8.9) 

157c
 

(5.4) 

95d 

(6.4) 

611c
 

(23.3) 

Altra Asia2 161c
 

(6.8) 

43c
 

(2.7) 

37c
 

(1.9) 

187a,
 
c
 

(5) 

141a
 

(4.9) 

989e
 

(66.7) 

274c
 

(10.4) 

Cina 328d
 

(13.9) 

56a, b 

(3.5) 

89b
 

(4.5) 

109c
 

(2.9) 

5b
 

(0.2) 

4b,c
 

(0.3) 

211a
 

(8) 

Oceania 288e
 

(12.2) 

83b
 

(5.2) 

386a
 

(19.5) 

87b
 

(2.4) 

42c
 

(1.4) 

28c, d 

(1.9) 

558b
 

(21.2) 

Sud America 37b
 

(1.6) 

121a
 

(7.6) 

340a
 

(17.1) 

133a, c 

(3.6) 

287d
 

(9.9) 

250f
 

(16.9) 

201c
 

(7.7) 

Africa 29a, b, c, d
 

(1.2) 

59a
 

(3.7) 

142a
 

(7.2) 

45a, b, c
 

(1.2) 

43a
 

(1.5) 

67a
 

(4.5) 

160a
 

(6.1) 

Totale 2352 

(100) 

1594 

(100) 

1983 

(100) 

3716 

(100) 

2897 

(100) 

1482 

(100) 

2627 

(100) 
1 I valori con apici diversi tra le righe differiscono statisticamente al test χ² o al test esatto di Fisher 

(α = 0,05). 
2 Altra Asia include: Arabia Saudita, Bangladesh, Cambogia, Emirati Arabi Uniti, Giordania, 
Hong Kong, Kazakistan, Kuwait, Libano, Nepal, Oman, Pakistan, Russia, Singapore, Siria, Sri 

Lanka, Corea del Sud, Thailandia, Taiwan, Turchia e Vietnam. 

Dall’analisi statistica effettuata all’interno dei paesi europei, i risultati hanno mostrato che il 75% 

degli isolati nel Cluster 1 proveniva dal Regno Unito. I Cluster 3 e 7 sono stati più frequentemente 

associati alla Germania, mentre l’Italia ha fornito circa un terzo degli isolati del Cluster 6 (Tabella 

12). La stessa analisi condotta sugli isolati degli Stati Uniti (Tabella 13) ha mostrato che i Cluster 4 

e 5 rappresentavano oltre il 70% del totale degli isolati HUA; il Massachusetts è stato l’area in cui gli 

isolati del Cluster 4 sono stati più frequentemente rilevati, mentre lo Stato di New York è risultato la 

principale fonte degli isolati del Cluster 5. 
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Tabella 12. Distribuzione e differenze statistiche degli isolati HUA tra i cluster nei Paesi europei. 

Stato Cluster 

1 

N (%) 

Cluster 

2 

N (%) 

Cluster 

3 

N (%) 

Cluster 

4 

N (%) 

Cluster 

5 

N (%) 

Cluster 

6 

N (%) 

Cluster 

7 

N (%) 

Regno Unito 880e 1
 

(75.5) 

244b
 

(40.6) 

39f
 

(8.1) 

217g
 

(65.7) 

7c
 

(4.5) 

25a, c 

(26.3) 

28c
 

(4.6) 

Altra Europa2 122d
 

(10.5) 

122b, c
 

(20.3) 

97a, c, d, e 

(20.2) 

69f, g 

(20.8) 

21a
 

(13.4) 

14a,
 
b, c

 

(14.7) 

148a
 

(24.2) 

Germania 74b
 

(6.4) 

106b, c
 

(17.6) 

132d, e
 

(27.4) 

15d, e
 

(4.5) 

47b
 

(29.9) 

14a, b, c
 

(14.7) 

198b
 

(32.4) 

Danimarca 53a
 

(4.5) 

9a
 

(1.5) 

37a, b, c, d, 

e
 

(7.7) 

2a, b, c, d, e
 

(0.6) 

14a 
 

(8.9) 

2a,
 
b, c

 

(2.1) 

36a, b
 

(5.9) 

Paesi Bassi 7c
 

(0.6) 

72c
 

(12) 

97b
 

(20.2) 

0b, e 

(0.0) 

0c
 

(0.0) 

0c
 

(0.0) 

106b
 

(17.3) 

Svizzera 5b, c 

(0.4) 

6a
 

(1) 

31a, b, c, d, 

e
 

(6.4) 

8a,
 
c,

 
d,

 
f,

 
g
 

(2.4) 

41d
 

(26.1) 

7b, d
 

(7.4) 

17a
 

(2.8) 

Italia 24b
 

(2.1) 

42a, b, c
 

(7) 

48c, e
 

(10) 

20c, f 
(6) 

27b
 

(17.2) 

33d
 

(34.8) 

78a, b 

(12.8) 

Totale 1165 

(100) 

601 

(100) 

481 

(100) 

331 

(100) 

157 

(100) 

95 

(100) 

611 

(100) 
1 I valori con apici diversi tra le righe differiscono statisticamente al test χ² o al test esatto di Fisher 

(α = 0,05). 
2 Altra Europa include: Austria, Belgio, Bielorussia, Croazia, Finlandia, Grecia, Lettonia, 

Lituania, Lussemburgo, Polonia, Portogallo, Repubblica Ceca, Romania, Serbia, Slovenia e 

Ungheria. 

Tabella 13. Distribuzione e differenze statistiche degli isolati HUA tra i cluster negli Stati Uniti. 

Stato Cluster 

1 

N (%) 

Cluster 

2 

N (%) 

Cluster 

3 

N (%) 

Cluster 

4 

N (%) 

Cluster 

5 

N (%) 

Cluster 6 

N (%) 

Cluster 

7 

N (%) 

Altri Stati1 56b, d, f, g, 
h, i, j, k 2 

(16.4) 

166a 

(27) 

145d 

(29.3) 

363f 

(12.9) 

204b, c 

(9.2.) 

10a, b, c 

(20.8) 

209b 

(34.7) 

Massachusetts 10l  

(2.9) 

6g 

(1) 

13b 

(2.6) 

974b 

(34.7) 

207c 

(9.3) 

1c 

(2.1) 

28a 

(4.7) 

California  49a, b, c, d, 

e, f, g, h, i, j, 
k 

(14.3) 

113a, b 

(18.4) 

9a, b 

(1.8) 

340a 

(12.1) 

292a 

(13.2) 

14a 

(29.1) 

12a 

(2) 

New York 96c 

(28.1) 

107a, b, c, e 

(17.4) 

85c 

(17.1) 

112e 

(4) 

616d 

(27.7) 

13a, b 

(27.1) 

39a 

(6.5) 

Iowa 31h, i, j, k 

(9) 

89b, c, d, e, 

f 

(14.5) 

78c 

(15.7) 

401a 

(14.3) 

227b 

(10.2) 

1b, c 

(2.1) 

176b 

(29.3) 

Pennsylvania 54a, c, e 36c, d, e, f 35c 226a, f 219a 5a, b, c 18a 
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(15.7) (5.9) (7) (8) (9.9) (10.4) (3) 

Maryland 22a, b, c, d, 
e, f, g 

(6.4) 

13f 

(2.1) 

11a, c 

(2.2) 

56c 

(2) 

166d 

(7.5) 

3a, b, c 

(6.3) 

11a, c  

(1.8) 

Ohio 8b, d, f, g, 
h, i, j, k, l 

(2.3) 

28a, b, c, d, 

e, f 

(4.6) 

19c 

(3.8) 

136a, f 

(4.8) 

119a 

(5.4) 

0a, b, c 

(0.0) 

34c 

(5.7) 

Missouri 9d, g, i, k, l 

(2.6) 

46a, b 

(7.5) 

86e 

(17.3) 

20e 

(0.7) 

120a 

(5.4) 

1a, b, c, 

(2.1) 

70b 

(11.6) 

Michigan 8e, f, g, j, k, 
l 

(2.3) 

10d, f 

(1.6) 

16c, d 

(3.2) 

183d 

(6.5) 

49b, c 

(2.2) 

0a, b, c 

(0.0) 

4a 

(0.7) 

Total 343 

(100) 

614 

(100) 

497 

(100) 

2811 

(100) 

2219 

(100) 

48 

(100) 

601 

(100) 
1 Altri Stati includono: Alabama, Alaska, Arizona, Arkansas, Colorado, Connecticut, Delaware, 

Florida, Georgia, Hawaii, Idaho, Illinois, Indiana, Kansas, Kentucky, Louisiana, Maine, Minnesota, 

Mississippi, Montana, Nebraska, Nevada, New Hampshire, New Jersey, New Mexico, North 

Carolina, North Dakota, Oklahoma, Oregon, Rhode Island, South Carolina, South Dakota, 

Tennessee, Texas, Utah, Vermont, Virginia, Washington, West Virginia, Wisconsin, Wyoming. 

2 I valori con apici diversi tra le righe differiscono statisticamente al test χ² o al test esatto di Fisher 

(α = 0,05). 

 

Come già indicato, la quantità di isolati NHA era molto bassa, rappresentando solo il 7,8% dell’intero 

database. Tuttavia, di questi il Cluster 7 è principalmente associato alla Cina e all’Europa, con il 

42,2% e il 31,2% degli isolati, rispettivamente, mentre il Cluster 2 è prevalente in Europa e Nord 

America (40,7% e 36,1%, rispettivamente). È interessante notare che la distribuzione degli isolati 

NHA in Europa è caratterizzata dalla completa assenza nei Cluster 5 e 6 (dati non riportati), mentre 

il Cluster 7 è più presente in Germania (61,3%). Negli Stati Uniti, la maggior parte degli isolati rientra 

nel Cluster 5 (166 isolati), con un contributo significativo dal Maryland (42,2%), mentre non sono 

presenti isolati nel Cluster 6 (dati non riportati). 

4.1.2.2.2 Discussione 
S.aureus è un microrganismo altamente adattato, con diversi lignaggi associati a ospiti specifici [52]; 

sebbene il cambiamento dell’ospite principale sia raro, gli eventi di spillover possono essere più 

comuni e portare a infezioni in ospiti insoliti [54]. Il rischio di trasmissione dovrebbe considerare non 

solo le infezioni zoonosiche o le zoonosi inverse, ma anche la diffusione degli ARG tra diverse specie. 

La presenza di questi rischi sottolinea l’importanza degli studi epidemiologici sulle caratteristiche e 

la distribuzione degli isolati con diversi profili genetici [66]. I database pubblicamente disponibili, 

che raccolgono isolati da vari paesi e fonti, permettono di monitorare l’epidemiologia di S.aureus e 

possono aiutare a prevedere cambiamenti nella distribuzione delle diverse linee e degli ARG, come 

già osservato per altri patogeni, come S.agalactiae [21]. 

L’analisi del database considerato in questo studio conferma l’evidenza di differenze significative 

nella distribuzione degli isolati e dei cluster di ARG tra le aree geografiche di origine e le fonti degli 

isolati. Le differenze geografiche nelle caratteristiche genetiche degli isolati erano già note nel caso 
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della mastite bovina [67–69], ma sono state indagate solo recentemente nel caso degli isolati umani 

[66,70,71]. Oltre il 60% dei record proviene da Europa e Stati Uniti, suggerendo la rilevanza del 

problema della diffusione dell’AMR in queste aree, ma la proporzione di record provenienti dall’Asia 

(19%) non è trascurabile e conferma l’importanza crescente delle infezioni da S.aureus e della 

diffusione dell’AMR anche in questa regione [21,72–74]. 

Come riportato in altri studi, vi è una scarsità di informazioni provenienti da paesi a basso e medio 

reddito, evidente anche in questo studio, riflettendo i limiti dei sistemi sanitari locali dove le risorse 

per il controllo e la prevenzione dell’AMR sono limitate [75,76]. Infatti, uno dei limiti di questo 

studio è rappresentato dalla volontarietà delle segnalazioni degli isolati, e le frequenze disomogenee 

di segnalazione tra i paesi potrebbero essere attribuite a limitazioni economiche, diagnosi mancate o 

mancanza di interesse nella condivisione dei dati. 

La maggior parte dei record riguarda casi clinici umani, e relativamente pochi isolati ambientali, 

animali o alimentari. Questo squilibrio potrebbe rappresentare una fonte di bias nell’analisi quando 

si confrontano le diverse fonti; i valori simili degli isolati NHA provenienti da Nord America, USA 

e Cina suggeriscono che uno squilibrio tra isolati NHA e HUA sia comune in queste aree densamente 

popolate. Ciò potrebbe anche essere dovuto alla bassa prevalenza di malattie gravi negli esseri umani, 

che solitamente non richiedono ospedalizzazione, portando a una sottostima della frequenza di queste 

infezioni. 

Nonostante la dimensione della popolazione e le condizioni sanitarie pubbliche siano simili tra i 

diversi paesi europei, la frequenza e la rilevanza del problema sembrano essere diverse, suggerendo 

la presenza di fattori locali che potrebbero influenzare la diffusione e le caratteristiche delle infezioni. 

Ad esempio, Paesi Bassi e Danimarca hanno popolazioni significative di animali da allevamento, 

principalmente bovini e suini, che potrebbero giocare un ruolo nell’epidemiologia delle infezioni da 

S.aureus, come già dimostrato per le infezioni da MRSA [77]. 

Questi risultati supportano l’importanza di un approccio One Health per indagare queste infezioni e 

la necessità di un numero maggiore di isolati da fonti animali, ambientali e alimentari per confermare 

il modello emerso dai dati considerati in questo studio. L’analisi della distribuzione dei cluster di 

ARG tra e all’interno dei continenti conferma pienamente le osservazioni precedenti e suggerisce che 

la circolazione dei diversi isolati sia associata ad aree relativamente piccole, e che lo sviluppo 

dell’AMR possa essere dovuto principalmente ai protocolli terapeutici applicati localmente e non 

generalizzabili. 

Infatti, i risultati di questo studio suggeriscono che i cluster di ARG caratterizzati da maggiore 

resistenza antimicrobica (Cluster 4, 5 e 6) (Zaghen et al. 2023) sono rilevati con frequenza 

significativamente più alta in Nord America, mentre gli altri cluster, caratterizzati da profili di 

resistenza più bassi, provengono principalmente dall’Europa. Queste differenze sono supportate 

anche dall’evidenza di distribuzioni diverse dei cluster anche quando si confrontano aree economiche 

e politiche relativamente omogenee (USA ed Europa). 

In Europa, il cluster prevalente tra gli isolati HUA è il Cluster 1; questo cluster è principalmente 

associato a ARG resistenti ai fluorochinoloni, penicilline e tetracicline, mentre altri cluster prevalenti 

sono il 2 e il 7, che coinvolgono la resistenza all’acido fosfonico, tetracicline e penicilline. È 

interessante notare che negli stati europei, gli isolati NHA con ARG sono inclusi anche nei Cluster 2 

e 7, caratterizzati da una prevalenza relativamente alta di ARG resistenti a rifamicine e acido 
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fosfonico, che non sono autorizzati per uso veterinario. I Cluster 5 e 6 sono entrambi caratterizzati da 

ARG per i nucleosidi: in Europa, questa classe antimicrobica non è autorizzata per uso veterinario, e 

ciò potrebbe spiegare perché non sono stati identificati isolati NHA nei Cluster 5 e 6 tra gli isolati 

europei (EMA, 2019). 

Analogamente, negli USA, il Massachusetts è stato la principale fonte del Cluster 4, mentre lo Stato 

di New York è stato la principale fonte del Cluster 5. Queste differenze potrebbero derivare da una 

maggiore frequenza di trasmissione di isolati geneticamente simili in specifiche aree geografiche e/o 

dall’applicazione di protocolli terapeutici differenti tra gli stati. Infatti, il Cluster 4 è caratterizzato da 

una frequenza elevata di geni che conferiscono resistenza a fluorochinoloni e glicopeptidi, mentre il 

Cluster 5 è caratterizzato da geni associati alla resistenza a penicilline e nucleosidi. È importante 

sottolineare che lo Iowa è lo stato con la frequenza più alta di isolati nel Cluster 7, supportando 

l’ipotesi di un’associazione con il bestiame. Infatti, questo cluster è principalmente associato a ARG 

diretti contro tetracicline e penicilline, ampiamente utilizzati nei trattamenti veterinari [79]. Il Cluster 

7 è stato osservato frequentemente anche tra gli isolati asiatici, suggerendo un modello 

epidemiologico simile tra i continenti. 

Nel complesso, i risultati di questo studio confermano l’evidenza che è possibile identificare isolati 

con caratteristiche peculiari, inclusa una maggiore morbilità e resistenza antimicrobica, e che questi 

dovrebbero essere considerati. Implica anche che le misure preventive per ridurre l’insorgenza e lo 

sviluppo dell’AMR dovrebbero essere mirate ai cluster di S.aureus con maggiore frequenza a livello 

locale [66]. 

4.1.2.2.3 Conclusioni 
La disponibilità di database pubblici che raccolgono informazioni genetiche sui patogeni consente di 

indagare l’epidemiologia dei diversi agenti patogeni e i modelli di ARG. L’analisi dei dati sugli isolati 

di S.aureus provenienti dai database NPDIB ha confermato che sia la distribuzione degli isolati sia i 

modelli di ARG sono specifici per le diverse aree geografiche. Questo può essere correlato alle 

diverse capacità diagnostiche, agli approcci terapeutici locali, alla disponibilità di molecole 

antimicrobiche, nonché all’epidemiologia di questi batteri negli animali, in particolare nel bestiame. 

La quantità e la qualità delle informazioni raccolte nel database dovrebbero essere migliorate per 

intensificare la sorveglianza della resistenza di S.aureus, non solo nell’ambito della medicina umana, 

ma anche nella medicina veterinaria e nel campo della contaminazione alimentare e ambientale. Un 

numero maggiore di isolati provenienti da fonti diverse e un’analisi periodica della prevalenza e dei 

modelli di ARG sono fondamentali per sviluppare programmi di controllo efficaci. 

Con l’obiettivo di comprendere meglio l’epidemiologia di questo fenomeno secondo un approccio 

One Health, sono stati analizzati gli isolati di S.aureus presenti nel database pubblico NDPBI e i 

relativi ARG, prendendo in considerazione la resistenza verso qualsiasi classe antibiotica. Il primo 

dato emerso è la scarsità di informazioni sugli isolati non umani. Nonostante questa limitazione, le 

analisi statistiche hanno mostrato come la distribuzione dei diversi ARG di S.aureus sia strettamente 

correlata alla fonte di isolamento. Le analisi di clustering successive hanno evidenziato che, sia negli 

HUA che NHA, la distribuzione dei cluster risultava caratteristica. I cluster più rappresentati negli 

HUA erano il numero 4 e il 5, associati a ARG contro la maggior parte delle famiglie antibiotiche. 

Mentre i cluster 2 e 7 erano maggiormente associati agli isolati NHA, legati a ARG contro penicilline, 

tetracicline e acido fosfonico [71]. 
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L’analisi del database di S.aureus conferma la notevole capacità adattativa di questo microrganismo, 

in grado di colonizzare ospiti diversi e di acquisire una vasta gamma di geni di resistenza. La 

distribuzione eterogenea degli ARG tra isolati di origine umana, animale e ambientale suggerisce un 

flusso genetico continuo che travalica le barriere di specie, rappresentando una minaccia crescente in 

un’ottica One Health. La predominanza di determinati cluster genotipici nei ceppi umani e la loro 

parziale sovrapposizione con quelli di origine zootecnica evidenziano come gli allevamenti possano 

fungere da serbatoio e amplificatore di resistenze, specialmente nei contesti di uso intensivo di 

antimicrobici. 

Questi risultati pongono le basi per le successive analisi genomiche e metagenomiche (capitoli 3.2 e 

3.3), finalizzate a identificare in modo più preciso i vettori e i meccanismi di diffusione dei geni di 

resistenza all’interno dell’ambiente aziendale e lungo la filiera del latte. 

4.1.3 Pubblicazioni inerenti questa sezione 
Articolo: Epidemiology of Antimicrobial Resistance Genes in Staphyloccocus aureus Isolates from 

a Public Database in a One Health Perspective—Sample Characteristics and Isolates’ Sources 

Autori: Francesca Zaghen, Valerio Massimo Sora, Gabriele Meroni, Piera Anna Martino, Alessio 

Soggiu, Giulia Laterza, Luigi Bonizzi e Alfonso Zecconi 

Pubblicato in Antibiotics 2023, 12(7), 1225; https://doi.org/10.3390/antibiotics12071225 

Articolo: Epidemiology of Antimicrobial Resistance Genes in Staphylococcus aureus Isolates from 

a Public Database from a One Health Perspective—Sample Origin and Geographical Distribution of 

Isolates  

Autori: Francesca Zaghen, Valerio Massimo Sora, Gabriele Meroni, Piera Anna Martino, Alessio 

Soggiu, Giulia Laterza, Luigi Bonizzi e Alfonso Zecconi 

Pubblicato in: Antibiotics 2023, 12, 1654. https://doi.org/10.3390/antibiotics12121654 

4.2 ANALISI GENETICA DI S.AGALACTIAE E S.AUREUS 

4.2.1 Introduzione 
In un’ottica One Health, la trasmissione di S.agalactiae e S.aureus tra la popolazione bovina e umana 

è un aspetto cruciale sia in medicina umana che veterinaria. Questi batteri sono coinvolti in diverse 

patologie in entrambi i campi, con gravi conseguenze per la salute umana e animale.  

Per approfondire queste dinamiche e comprendere meglio le potenziali connessioni tra ceppi di 

diversa origine, in questo studio sono stati analizzati 12 genomi sia di S.agalactiae sia di S.aureus, 

derivati da campioni di latte bovino (A_SAG e A_SAU). Questi genomi sono stati confrontati con 50 

genomi di origine umana appartenenti agli stessi generi batterici (H_SAG e H_SAU), al fine di 

confrontare gli isolati bovini con quelli di origine umana, con lo scopo di identificare somiglianze 

genetiche, eventuali eventi di trasmissione interspecie e meccanismi di adattamento che influenzano 

la patogenicità e la resistenza agli antibiotici di questi batteri. Anche in questo caso le informazioni 

raccolte possono essere alla base di strategie di controllo più efficaci per la difesa della salute umana 

e animale. 

https://doi.org/10.3390/antibiotics12121654
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4.2.2 Metodologia 

I ceppi dei due patogeni contagiosi, S.agalactiae e S.aureus, sono stati isolati da campioni di latte di 

singolo quarto conferiti ai laboratori dell’ARAL, sia nell’ambito delle indagini condotte per il 

progetto MOOH, sia da campioni provenienti da altri allevamenti lombardi. Dopo l’isolamento e 

l’identificazione secondo le metodiche standardizzate in uso, i ceppi sono stati conservati in terreno 

idoneo e congelati fino all’analisi. Le colonie, una volta scongelate sono state nuovamente isolate per 

verificarne la purezza e la loro identità è stata confermata con lo strumento Vitek®. In totale 12 isolati 

di S.agalactiae e 12 isolati di S.aureus sono stati selezionati per il sequenziamento genomico. L’ 

estrazione del DNA è stata eseguita utilizzando il kit Quick-DNA™ HMW MagBead (Zymo 

Research, USA), seguendo il protocollo del produttore.  

Per ciascun campione, 200 ng di DNA sono stati utilizzati come input per la preparazione delle 

librerie genomiche, con frammentazione mediata da transposasi tramite il kit Rapid Barcoding 

Sequencing (SQK-RBK114.24, Oxford Nanopore Technologies, Oxford, UK). Il sequenziamento è 

stato eseguito con il sistema di terza generazione MinION Mk1C, per un tempo massimo di 72 ore. 

L’elaborazione iniziale dei dati ha previsto il basecalling, il trimming degli adattatori e il 

demultiplexing mediante Dorado (v0.8.2). Le statistiche di qualità e quantità delle reads sono state 

generate con NanoPlot (v1.44.0), mentre la filtrazione è stata effettuata con FiltLong (v0.2.1). 

L’assemblaggio de novo è stato realizzato con Flye (v2.8.1-b1676) e i contig ottenuti sono stati 

corretti con Medaka (v2.0.1). La completezza genomica e l’eventuale presenza di contaminazioni 

sono state valutate con CheckM2, mentre l’annotazione funzionale è stata eseguita con la Prokaryotic 

Genome Annotation Pipeline (PGAP) dell’NCBI, che identifica e annota le sequenze codificanti, gli 

rRNA e i tRNA. 

I genomi così ottenuti sono stati confrontati con sequenze presenti in banche dati pubbliche (Pathogen 

Detection e GenBank) per valutare le caratteristiche patogenetiche, inclusa la clonalità, e per 

identificare eventuali ARG agli antibiotici. Per l’analisi comparativa sono stati selezionati 50 genomi 

di S.aureus e S.agalactiae isolati da esseri umani, provenienti dall’Italia o, in assenza, da altri paesi 

europei. 

4.2.3 Risultati 
Il pangenoma di S.aureus, da un punto di vista evolutivo, risulta dinamico, caratterizzato da una 

componente core relativamente stabile e da una componente accessoria altamente variabile. La 

distribuzione della variabilità accessoria tra ceppi di origine animale e umana indica che la pressione 

selettiva esercitata dall’ospite gioca un ruolo determinante nella modificazione del pangenoma. Il 

pangenoma complessivo comprende 7200 geni, suddivisi come segue: 

▫ 1729 geni core, presenti in almeno il 99% dei ceppi; 

▫ 157 geni soft core, presenti nel 95–99% dei ceppi; 

▫ 1352 geni shell, con frequenza compresa tra il 15% e il 95%; 

▫ 3962 geni cloud, rari e presenti in meno del 15% dei ceppi. 

Oltre ai geni core, la presenza di un soft core evidenzia una certa variabilità anche tra i geni definiti 

“quasi essenziali”, probabilmente dovuta a differenze ecologiche, a processi di adattamento specifico 

o a recenti eventi di acquisizione o perdita genica. Pur non essendo universali, tali geni risultano 
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ampiamente diffusi e possono offrire vantaggi selettivi in particolari condizioni ambientali o in 

specifici ospiti. 

L’analisi del pangenoma di S.aureus ha inoltre consentito di ricostruire la filogenesi dei campioni 

(Figura 6). La distribuzione dei ceppi lungo l’albero filogenetico mostra come quelli di origine 

animale e quelli di origine umana si collochino in rami differenti ma anche condivisi, mettendo in 

luce un’elevata diversità genetica all’interno di ciascun gruppo e suggerendo una possibile 

commistione evolutiva tra i due. Sono stati infatti identificati sia cladi distinti sia cladi misti. I primi, 

formati esclusivamente da ceppi bovini o umani, riflettono linee evolutive separate, verosimilmente 

legate a adattamenti specifici all’ospite o a barriere ecologiche che limitano la trasmissione tra specie. 

I secondi, composti da ceppi animali e umani strettamente correlati, indicano invece che tali barriere 

possano, in determinate circostanze, essere superate, permettendo il trasferimento di ceppi da una 

specie all’altra. In sintesi, la struttura filogenetica evidenzia un equilibrio tra specializzazione e 

potenziale trasmissione interspecifica, con implicazioni rilevanti per la comprensione delle dinamiche 

epidemiologiche di S.aureus. 
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Figura 6. Albero filogenetico circolare che raggruppa tutti i campioni di S.aureus inclusi nello studio 

(tree scale: 0.001). 

Un altro elemento importante nella descrizione di una popolazione microbica è l’appartenenza a un 

Sequence Type (ST), considerato un indicatore predittivo della resistenza agli antibiotici. L’heatmap 

riportata in Figura 7 mostra il clustering degli ST dei due gruppi in base ai loro profili di resistenza 

antibiotica. Si osserva che alcuni ST assegnati al gruppo A_SAU non presentano alcuna resistenza, 

mentre la maggior parte dei campioni di origine umana mostra resistenze multiple, come già 
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evidenziato nelle figure precedenti. L’unico ST condiviso tra i due gruppi è lo ST8, che però manifesta 

livelli di resistenza diversi nei campioni bovini rispetto a quelli umani. 

 

Figura 7. Sequence Type e antibiotico resistenza tra A_SAU (azzurro) e H_SAU (nero). 

L’analisi della struttura del pangenoma di S.agalactiae evidenzia una netta separazione tra i ceppi di 

origine umana e quelli di origine animale, suggerendo percorsi di adattamento evolutivo distinti. 

Inoltre, l’esame della similarità genomica mediante Average Nucleotide Identity (ANI) mostra la 

presenza di sottogruppi con elevata identità nucleotidica, fino al 99%, indicativi di cladi filogenetici 

specifici all’interno della popolazione batterica. Un primo elemento evidente nella Figura 8 è la 

presenza di una marcata struttura filogenetica, caratterizzata da cladi ben distinti che raggruppano 

ceppi con la stessa origine. Si osservano infatti cluster composti quasi esclusivamente da ceppi 

animali (A_) e altri costituiti solo da ceppi umani (H_). Questa segregazione suggerisce che, pur in 

presenza di possibili eventi di trasferimento genico orizzontale, testimoniati dalla condivisione di geni 

shell e cloud, la pressione selettiva esercitata dall’ospite e dal relativo ambiente abbia favorito la 

divergenza di linee evolutive specificamente adattate all’uomo o all’animale. L’albero filogenetico 

mostra anche alcuni ceppi in posizioni intermedie o inseriti in cladi misti, compatibili con eventi di 

spillover tra specie. Tuttavia, la prevalenza di cladi “puri” indica che tali eventi sono verosimilmente 

poco frequenti. 

Un ulteriore aspetto di rilievo è la corrispondenza tra la struttura filogenetica e la distribuzione dei 

determinanti di resistenza e virulenza. I cladi composti prevalentemente da ceppi umani (H_SAG) 

risultano spesso associati, secondo l’analisi di network, a una maggiore prevalenza di ARG come 
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tet(O), pilC, pilA e srtC3/4, oltre a determinanti di virulenza tipici dell’adattamento all’ospite umano. 

Al contrario, i cladi animali (A_SAU) mostrano connessioni preferenziali con geni quali rpoB2 e 

whiB3. 

 

Figura 8. Albero filogenetico circolare che raggruppa tutti i campioni di S.agalactiae inclusi nello 

studio (tree scale: 0.01). 
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Per quanto riguarda l’AMR, l’analisi mediante clustering gerarchico (Figura 9) evidenzia un’elevata 

resistenza ai macrolidi (spiramicina, eritromicina, azitromicina) e alle tetracicline (tetraciclina, 

minociclina) nella quasi totalità dei ceppi di S.agalactiae, indipendentemente dall’origine. 

La distribuzione della resistenza agli altri antibiotici risulta invece più eterogenea. Per lincomicina, 

clindamicina e dalfopristina la resistenza è limitata a specifici ceppi, sia animali che umani. In 

particolare, alcuni ST di origine animale (arancione) mostrano una maggiore resistenza a lincomicina 

e dalfopristina, mentre presentano livelli più bassi verso la clindamicina. Nei ceppi di origine umana 

(viola), la resistenza a questi antibiotici è generalmente meno frequente, sebbene siano presenti cluster 

con valori intermedi o elevati. 

Per quanto riguarda gli aminoglicosidi (streptomicina, neomicina, amikacina, kanamicina), l’heatmap 

mostra una resistenza generalmente bassa. Il dendrogramma laterale rivela che i ceppi tendono a 

raggrupparsi non solo in base all’origine (animale o umana), ma anche secondo pattern di resistenza 

comuni. 

Alcuni ST, come ST1, ST17, ST103, ST196, ST335 e ST452, sono presenti in entrambi i gruppi e 

condividono profili di resistenza molto simili, in particolare verso macrolidi e tetracicline. Altri ST, 

invece, risultano specifici per un solo comparto: ST8, ST12, ST19, ST28, ST533, ST496 e ST486 

compaiono esclusivamente tra i campioni umani, mentre ST380, ST529 e ST1363 sono osservati solo 

nei campioni animali. Anche in questi casi, tuttavia, il livello di resistenza verso macrolidi e 

tetracicline rimane elevato, indicando una diffusione ormai ubiquitaria di questi determinanti di 

resistenza. 
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Figura 9. Clusterizzazione gerarchica dei ceppi di S.agalactiae in funzione della resistenza 

antibiotica e degli ST. 

4.2.4 Conclusioni 
L’analisi genetica dei ceppi di S.aureus e S.agalactiae di origine sia umana sia animale mette in 

evidenza un quadro complesso sotto il profilo evolutivo e adattativo. La distribuzione degli isolati 

lungo i cladi filogenetici mostra frequenti interazioni tra i due ospiti e una spiccata plasticità genomica 

in entrambe le specie. 

Nel caso di S.aureus, sono stati identificati cluster distinti dominati da ceppi animali o umani, ma in 

alcuni gruppi misti compaiono isolati bovini, a indicare la possibilità di eventi di trasmissione 

interspecifica o la presenza di sequence type (ST) condivisi tra le due popolazioni. In S.agalactiae, 

invece, la separazione è meno marcata: gli isolati umani e animali risultano distribuiti in maniera più 

intrecciata, suggerendo una pressione selettiva meno orientata alla specializzazione d’ospite o una 

divergenza evolutiva di più recente acquisizione. 

La variabilità filogenetica riscontrata conferma la stretta interazione tra processi evolutivi, 

adattamento e dinamiche di trasmissione, e ribadisce come il potenziale zoonosico di S.aureus e 

S.agalactiae non debba essere sottovalutato. Il rinvenimento, nel latte di bovine allevate in 

Lombardia, di ceppi con caratteristiche genetiche proprie di isolati umani suggerisce infatti la 

possibilità di trasmissione bidirezionale, sia dall’uomo all’animale sia in senso inverso. 
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Queste evidenze mettono in luce la necessità di proseguire i programmi di eradicazione delle infezioni 

mammarie e, parallelamente, sottolineano l’urgenza di sviluppare strategie di sorveglianza genomica 

integrate e multidisciplinari, fondate su un approccio One Health, per affrontare in modo efficace i 

rischi per la salute pubblica connessi a tali patogeni. 

L’analisi genomica comparata ha consentito di delineare un quadro più articolato della diversità 

genetica dei ceppi di S.agalactiae e S.aureus, rivelando l’esistenza di cluster filogenetici distinti ma 

parzialmente sovrapposti tra le matrici umane e animali. La distribuzione non casuale dei geni di 

resistenza e di virulenza suggerisce l’emergere di linee adattate a specifici ambienti produttivi, ma 

anche il possibile trasferimento di elementi genetici mobili tra ecosistemi diversi. 

Nel complesso, questi risultati rafforzano la necessità di integrare la sorveglianza genomica con 

approcci di tipo ambientale, in grado di intercettare precocemente i vettori di diffusione della AMR. 

A tale scopo, il capitolo successivo è dedicato agli studi metagenomici condotti su campioni di filtri 

di mungitura, finalizzati a valutare la presenza e la distribuzione dei geni di resistenza all’interno 

degli allevamenti. 

4.3 VERIFICA DELLA PRESENZA DI AGENTI POTENZIALMENTE ZOONOSICI E VETTORI DI 

ANTIMICROBICO RESISTENZA IN UN APPROCCIO ONE HEALTH 

4.3.1 Introduzione 
L’AMR è una capacità che può essere trasmessa orizzontalmente da batteri resistenti ad altri, oppure 

essere legata alla comparsa di nuove mutazioni. Il termine resistoma indica l’insieme di tutti i geni di 

AMR presenti in un microbioma e che possono essere condivisi all’interno di una popolazione 

eterogenea di batteri. Lo sviluppo di resistenze non è solo legato ad una precedente esposizione agli 

antibiotici, ma essendo anche una caratteristica innata, possiamo anche parlare di un resistoma 

intrinseco, che racchiude tutti gli elementi che contribuiscono alla AMR indipendentemente 

dall’esposizione agli antibiotici [80,81].  

Il monitoraggio del problema AMR, in particolare della diffusione dei ARG, deve prendere in 

considerazione tutti i batteri presenti in una data matrice, in quanto non solo i batteri patogeni, ma 

tutti batteri commensali ed opportunisti possono sviluppare, veicolare e condividere fattori di 

resistenza con le altre popolazioni microbiche.  

La valutazione del microbioma e, quindi, anche del resitoma è stato applicato a diverse matrici, 

comprese il latte [82,83](Tuttavia, l’utilizzo del latte di massa che rappresenta l’insieme del 

microbioma del latte dell’intera mandria presenta alcuni problemi. In particolare, vi è un effetto di 

diluizione che porterebbe ad una sottostima del la prevalenza dei patogeni. 

Numerosi studi hanno dimostrato che i filtri di mungitura rappresentano una valida alternativa al latte 

di massa come matrice di campionamento [84,85]. I filtri di mungitura sono una componente 

dell’impianto di mungitura che permette di trattenere sedimenti e particelle fecali, evitando che questi 

si depositino nell’impianto e nel tank. I filtri hanno una porosità tra i 100-150μm, dimensioni non 

sufficiente a bloccare batteri presenti nel latte, che quindi finiscono nel latte di massa, ma in pratica 

permettono un effetto di concentrazione legandosi ai sedimenti che non passano i pori del filtro [86]. 

I filtri di mungitura, invece, grazie alla loro funzione di intrappolamento, riescono ad intercettare una 
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maggior quantità di batteri. Per questi motivi, per lo studio del microbioma del latte bovino, e quindi 

del resistoma, i filtri di mungitura sono una matrice ideale. 

Ciò permetterebbe di ottenere un indicatore utile per monitorare nel tempo la dinamica delle 

resistenze antimicrobiche (AMR). Questo approccio permetterebbe inoltre di valutare la distribuzione 

dei geni di AMR, seguirne l’evoluzione e verificare se le misure adottate in allevamento per ridurre 

il rischio stiano dando i risultati attesi. Per questo motivo l’analisi del resistoma del latte potrebbe 

permettere una valutazione più approfondita e costante del problema, permettendo di individuare 

tempestivamente eventuali criticità, nonché di verificare l’efficacia degli interventi volti a ridurre il 

pericolo AMR. Abbiamo quindi voluto verificare questa ipotesi di lavoro con uno specifico studio. 

4.3.2 Metodologia 

I filtri di mungitura sono stati raccolti al termine di ogni mungitura, in concomitanza con i prelievi di 

latte per i controlli funzionali, da tecnici specializzati dell’ARAL, quindi congelati a –20 °C. Una 

volta giunti al laboratorio dell’Università degli Studi di Milano, i filtri sono stati scongelati e lavati 

con 50 ml di acqua sterile, al fine di recuperare e risospendere l’intero particolato presente. 

Il filtro congelato è stato utilizzato come matrice di partenza per l’estrazione del DNA totale, eseguita 

con il kit ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit. Il DNA estratto è stato poi quantificato e valutato nei 

rapporti di assorbanza mediante spettrofotometro a goccia. I campioni che presentavano valori 

superiori alle soglie prestabilite per proseguire con le analisi sono stati nuovamente congelati in attesa 

della fase di sequenziamento. 

Per la preparazione delle librerie di sequenziamento, i campioni di DNA precedentemente estratti e 

congelati sono stati scongelati e processati mediante il Rapid Barcoding Kit Oxford Nanopore (SQK-

RBK114.24). Il sequenziamento è stato eseguito utilizzando una Flow Cell Oxford Nanopore (FLO-

MIN114) e il sequenziatore MinION MK1C, senza eseguire il basecalling in tempo reale. La corsa di 

sequenziamento, della durata variabile tra 24 e 48 ore a seconda della quantità di materiale genetico 

presente, ha prodotto dati grezzi in formato POD5, successivamente processati con il software Dorado 

v1.0.0. 

I file FASTQ.GZ generati sono stati analizzati con i software ABRicate e Centrifuge, per identificare 

rispettivamente i ARG agli antibiotici e la composizione tassonomica della comunità microbica. I dati 

relativi alla presenza di geni di antibiotico-resistenza sono stati normalizzati applicando una formula 

specifica, in modo da ottenere valori quantitativi assoluti e consentire il confronto tra campioni. 

Infine, le analisi di riduzione dimensionale e la rappresentazione grafica dei risultati sono state 

eseguite in R v4.3.3, utilizzando i pacchetti ggplot2, ggvegan, ggpubr, ggrepel, vegan e circlize. 

4.3.3 Risultati 
Al momento della stesura di questa tesi, è stato possibile analizzare solo sei filtri per problemi legati 

sia alla consegna dei campioni, ma soprattutto per la necessità di mettere a punto un protocollo 

analitico efficiente. I dati ottenuti dall’analisi dei sei filtri di mungitura, ciascuno proveniente da un 

diverso allevamento, sono riportati in Tabella 14, che mostra i valori di resistenza agli antibiotici 

rilevati. Le resistenze sono espresse in copie genomiche per gigabase sequenziata (gc/Gb) e 

raggruppate in base alle resistenze fenotipiche associate ai geni individuati durante le analisi di 

sequenziamento. 
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Dall’analisi emerge che due aziende su sei (A1 e A5) presentano livelli di resistenza marcatamente 

più elevati rispetto alle altre quattro, come evidenziato anche dal boxplot in Figura 10. Entrambe 

mostrano valori particolarmente alti di resistenza a beta-lattamici, lincosamidi, macrolidi e 

streptomicina. 

Inoltre, si osservano differenze specifiche tra le due aziende. Nell’azienda A1 sono stati rilevati 

elevati livelli di resistenza a gentamicina/tobramicina, kanamicina/tobramicina e rifamicina, oltre alle 

resistenze comuni. Nell’azienda A5 si registrano alti livelli di resistenza a carbapenemi, macrolidi e 

spectinomicina/streptomicina. 

Tabella 14. Valori di antibiotico resistenza (gc/Gb) divisi per categorie di resistenza delle sei aziende 

lattiero casearie.  

Campione A1 A2 A3 A4 A5 A6 

Aminoglicosidi 1.12 1.07 2.24 0 2.24 1.07 

β-lattamici  22.49 0 0 0 22.14 0 

Bleomicina   0 0 0 0 4.41 0 

Carbapenemi   0 0 0 0 19.2 0 

Cefalosporine   0 0 0 0 2.62 1.5 

Cloramfenicolo   0 0 2.07 0 0 1.37 

Colistina   0 0 0 0 0.53 0 

Acido fusidico   2.7 0 0 0 0 0 

Gentamicina   1.12 0 0 0 0 0 

Gentamicina; tobramicina   58.95 0 0 0 0 0 

Igromicina   0.84 0 0 0 0 0 

Kanamicina   3.19 0 0 0 1.09 2.12 

Kanamicina; tobramicina   50.62 0 0 0 0 2.25 

Lincosamidi   20.69 1.08 1.78 4.64 53.53 0 

Lincosamidi; streptogramine   0.58 0 0 0 0 0 

Macrolidi   40.93 0 0 0 62.77 0 

Meticillina   0.43 0 0.43 0 0 0 

Rifamicina   50.15 0 0 0 0 0 

Spectinomicina   1.11 0 1.11 1.11 1.11 0 

Spectinomicina; streptomicina   0 0 0 1.1 172.44 1.1 

Streptomicina   43.28 1 2.04 0 30.36 7.17 

Sulfonamidi   0 1.03 1.02 0 4.19 0 

Tetracicline   34.3 0 1.32 0.45 87.49 2.54 

Vancomicina  2.47 0 1.23 0 0 0 

Totale 334.97 4.18 13.24 7.3 464.12 19.12 
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Figura 10. Boxplot dei livelli di resistenza individuate nelle sei diverse aziende suddivisi per 

categoria di resistenza agli antibiotici, ogni categoria è individuata da un colore univoco. 

A seguito della prima analisi descrittiva dei valori di resistenza agli antibiotici, è stata esaminata la 

relazione tra i profili di resistenza e la composizione tassonomica, a livello di famiglia, della comunità 

microbica presente in ciascun campione. L’obiettivo era individuare le famiglie batteriche 

maggiormente responsabili delle resistenze osservate. 

I risultati sono riportati nella Tabella 15 e Tabella 16, che mostrano, per le aziende A1 e A5, il 

contributo delle singole famiglie batteriche (espresso in gc/Gb) ai valori complessivi di resistenza. 

Nell’azienda A1, le famiglie Mycobacteriaceae e Staphylococcaceae contribuiscono rispettivamente 

al 64% e al 27% delle resistenze rilevate. Mentre, nell’azienda A5, le famiglie predominanti sono 

Methylococcaceae (26%) e Moraxellaceae (48%). 

 

Tabella 15. Valori di antibiotico resistenza (gc/Gb) divisi per categorie di resistenza e famiglie 

batteriche associate dell’azienda A1. 
 

C
o
ry

n
e
b
a
c
te

ri
a
ce

a
e 

E
n

te
ro

b
a
c
te

ri
a
ce

a
e 

E
n

te
ro

c
o
c
c
a
ce

a
e 

L
a
c
to

b
a
ci

ll
a
c
e
a
e 

M
o
ra

x
e
ll

a
c
e
a
e 

M
y
c
o
b
a
c
te

ri
a
c
e
a
e 

N
o
c
a
rd

ia
c
e
a
e 

S
ta

p
h

y
lo

c
o
c
c
a
c
e
a
e 

S
tr

e
p
to

c
o
c
c
a
c
e
a
e 

N
o
n

 i
d

e
n

ti
fi

c
a
to

 



47 

 

Aminoglicosidi 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1.1 0.0 0.0 

β-Lattamici   0.0 0.0 0.0 0.0 1.9 20.6 0.0 0.00 0.0 0.0 

Acido fusidico   0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.00 0.0 2.7 0.0 0.0 

Gentamicina   1.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Gentamicina; tobramicina   0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 57.5 1.5 0.0 0.0 0.0 

Igromicina   0.0 0.8 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Kanamicina   0.0 2.1 0.0 0.0 1.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Kanamicina; tobramicina   0.0 0.0 0.0 6.8 0.0 0.0 0.0 42.7 1.5 0.0 

Lincosamidi   0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 20.7 0.0 0.0 

Lincosamidi; streptogramine   0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.6 0.0 0.0 

Macrolidi   0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 40.9 0.0 0.00 0.0 0.0 

Meticillina   0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.43 0.0 0.0 

Rifamicina   0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 50.2 0.0 0.0 0.0 0.0 

Spectinomicina   0.0 0.0 0.0 1.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Streptomicina   0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 34.0 0.0 6.1 0.0 3.2 

Tetracicline   0.0 3.4 0.6 2.0 0.7 7.6 0.0 17.4 0.6 1.4 

Vancomicina  0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2.5 0.0 0.0 0.0 0.0 

 

Tabella 16. Valori di antibiotico resistenza (gc/Gb) divisi per categorie di resistenza e famiglie 

batteriche associate dell’azienda A5. 
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Aminoglicosi

di 
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2.2 0.0 

β-lattamici   2.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 20.

0 
0.0 0.0 0.0 0.0 

Bleomicina   0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2.1 0.0 0.0 0.0 2.3 0.0 0.0 0.0 

Carbapenemi 0.0 0.0 0.0 3.0 0.0 6.8 0.0 0.0 0.0 0.0 9.4 0.0 0.0 0.0 0.0 
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Cefalosporine 0.8 0.0 0.0 1.9 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Colistina   0.0 0.0 0.0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Kanamicina   0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1.1 0.0 0.0 0.0 

Lincosamidi   0.0 0.0 0.0 0.0 3.2 0.0 0.0 34.

0 
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 16 0.0 

Macrolidi   0.0 0.0 0.0 0.6 0.0 2.9 0.0 0.0 0.0 0.0 57.

0 
0.0 0.0 0.0 2.3 

Spectinomici

na 
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Spectinomici

na; 

streptomicina 

0.0 0.0 0.0 1.1 0.0 0.0 0.0 0.0 12.

0 
0.0 52.

0 
0.0 0.0 0.0 0.0 

Streptomicin

a 
0.0 1.0 0.0 14.

0 
0.0 2.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2.1 8.5 0.0 0.0 3.1 

Sulfonamidi 0.0 0.0 0.0 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1.1 1.0 1.1 0.0 0.0 

Tetracicline 0.0 0.7 0.6 2.6 0.0 0.7 0.5 0.0 0.0 1.3 80.

0 
0.0 0.0 0.0 0.7 

 

Le relazioni tra i ARG agli antibiotici e le famiglie batteriche identificate nelle due aziende sono 

rappresentate nei diagrammi a corda mostrati nelle Figure 11 e 12. Da tali rappresentazioni emerge 

chiaramente come, tra i due allevamenti, differiscano sia la composizione del resistoma sia le famiglie 

batteriche coinvolte e le rispettive associazioni con i ARG. 
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Figura 11. Diagramma a corda della relazione tra antibiotico resistenza e famiglie batteriche 

presenti nel campione A1. 
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Figura 12. Diagramma a corda della relazione tra antibiotico resistenza e famiglie batteriche 

presenti nel campione A5. 
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4.3.4 Discussione 
Le analisi condotte nell’ambito di questo studio dimostrano che l’applicazione di tecniche di 

sequenziamento di terza generazione ai filtri di mungitura rappresenta uno strumento efficace per la 

valutazione e il monitoraggio della presenza di batteri antibiotico-resistenti nelle aziende lattiero-

casearie. L’utilizzo di questa matrice consente di monitorare l’intera mandria a partire da un unico 

campione, riducendo in modo significativo i costi rispetto all’analisi di campioni multipli per singola 

azienda. Inoltre, permette di ottenere un volume di informazioni superiore a quello fornito dai 

protocolli di microbiologia classica, i quali richiedono l’isolamento e l’analisi dei singoli 

microrganismi. In particolare, un’unica analisi consente di caratterizzare sia il microbioma 

dell’allevamento sia il resistoma, e di esplorare le relazioni tra queste due componenti. I dati parziali 

qui presentati mostrano differenze marcate tra allevamenti, verosimilmente riconducibili alla 

composizione della popolazione batterica patogena e opportunista, influenzata a sua volta dai livelli 

igienici e dai protocolli terapeutici adottati. 

Il prelievo del filtro di mungitura non comporta un aumento rilevante del carico di lavoro per il 

personale tecnico, poiché può essere effettuato contestualmente ai prelievi di latte periodici previsti 

per i controlli funzionali. Questa caratteristica, unita ai risultati ottenuti, rende la metodica adatta 

anche a un monitoraggio nel tempo delle popolazioni batteriche patogene e multi-resistenti. Si 

potrebbe pertanto proporre un controllo con cadenza semestrale o, almeno, annuale, da integrare con 

dati di altre aziende del territorio, al fine di individuare eventuali criticità e definire interventi mirati 

di miglioramento. Tuttavia, l’implementazione di questo approccio richiede di considerare alcune 

criticità operative. La gestione della grande mole di dati generata implica la disponibilità di sistemi 

di calcolo ad alte prestazioni e di personale specializzato, opportunamente formato per l’elaborazione 

e l’interpretazione dei risultati. 

L’analisi metagenomica ha fornito un’immagine complessiva della composizione microbica e del 

resistoma aziendale, evidenziando la persistenza di geni di resistenza comuni tra le matrici ambientali 

e i ceppi isolati dagli animali. Questo risultato indica che l’ambiente di mungitura rappresenta non 

solo un possibile punto di contaminazione, ma anche un vero e proprio serbatoio di elementi genetici 

mobili, in grado di favorire il mantenimento e la diffusione dell’AMR nel tempo. L’approccio 

metagenomico si è rivelato quindi un valido strumento di sorveglianza complementare alle analisi 

microbiologiche classiche, permettendo di intercettare segnali di rischio difficilmente osservabili con 

metodi convenzionali. 

A partire da queste evidenze, il lavoro ha esplorato strategie innovative di prevenzione, descritte nel 

capitolo successivo, basate sull’impiego di materiali con proprietà antimicrobiche concepiti per 

ridurre la trasmissione dei patogeni durante la mungitura. 

4.4 ELASTOMERI INNOVATIVI CON ATTIVITÀ ANTIMICROBICA PER LA RIDUZIONE DEL RISCHIO 

INFEZIONE DURANTE LA MUNGITURA 

4.4.1 Introduzione  
Nonostante gli enormi progressi compiuti negli ultimi anni in termini di prevenzione e controllo, le 

mastiti, soprattutto da agenti patogeni contagiosi (S.aureus e S.agalactiae), restano uno dei principali 

problemi negli allevamenti. Una recente indagine condotta in Lombardia dall’Università degli Studi 

di Milano -DSBCO - sezione One Health (UniMI-DSBCO) in collaborazione con ARAL, ha 
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dimostrato come le attività introdotte per controllare queste infezioni abbiano ridotto quasi del 20% i 

valori medi regionali, raggiungendo un 35,5% nel 2021 [6,87]. Un effetto così positivo, pur 

rappresentando un buon traguardo, non è sufficiente ad eliminare il problema, anzi conferma la 

necessità di continuare il percorso di ricerca e innovazione al fine di ridurre ulteriormente la 

prevalenza delle mastiti negli allevamenti. Inoltre, è necessario sviluppare approcci innovativi, 

semplici e sostenibili per garantire la sanità della mammella, la qualità e la salubrità del latte e, non 

ultimo, il benessere animale. 

Data la necessità di ridurre le infezioni, migliorando lo stato sanitario e di benessere degli animali, 

senza incidere ulteriormente sulla quantità di farmaci impiegati e sul bilancio delle aziende, è 

fondamentale validare e proporre soluzioni pratiche, efficaci ed economicamente vantaggiose. Per 

poter intervenire in maniera mirata è necessario conoscere la situazione epidemiologica degli 

allevamenti. I protocolli innovativi proposti per il controllo delle mastiti, basati su nuovi metodi 

diagnostici (qPCR), già validati per la loro efficacia, possono essere applicati anche a mandrie di 

grandi dimensioni a costi contenuti, garantendo un’analisi altamente accurata. Questi protocolli, 

combinati con l’utilizzo di materiali innovativi, potrebbero ridurre il rischio di diffusione dei patogeni 

durante la fase di mungitura, che rappresenta il momento più critico in cui gli animali infetti possono 

trasmettere l’infezione agli animali sani. In particolare, sono oggi disponibili elastomeri in silicone o 

gomma con proprietà antibatteriche, che possono essere impiegati nella produzione delle guaine di 

mungitura. Questi prodotti, la cui efficacia è dimostrata a livello di laboratorio, se confermata anche 

in campo, permetterebbero di ridurre l’incidenza delle mastiti, la necessità di terapie antibiotiche e, 

di conseguenza, ad aumentare il benessere e la longevità degli animali, nonché il livello qualitativo e 

quantitativo delle produzioni, aumentando la sostenibilità complessiva dell’allevamento.  

4.4.2 Caratteristiche guaine antibatteriche e applicazione in allevamento 
La mungitura è un momento critico per la diffusione dei batteri contagiosi responsabili di mastite; le 

guaine di mungitura, in particolare, possono contaminarsi e favorire il passaggio di batteri patogeni 

dalle bovine infette a quelle sane [88–90]. La separazione degli animali infetti da quelli sani è un 

metodo efficacie per ridurre la comparsa di nuove infezioni; tuttavia, non sempre è possibile 

applicarlo [88,91]. Anche i sistemi di pulizia e disinfezione dei gruppi durante la mungitura, tra un 

animale e l’altro, hanno dimostrato un’efficacia variabile, comunque non sufficiente a ridurre il 

rischio di contagio [92–94]. La situazione diventa ancora più complessa nel caso di impianti di 

mungitura automatizzati, dove ogni unità di mungitura arriva a mungere fino a 60-70 animali [95–

97]. 

Le guaine di mungitura sono l’interfaccia tra il capezzolo e l’impianto di mungitura. Come il resto 

dell’impianto di mungitura, sono soggette alla contaminazione batterica durante il loro utilizzo e 

necessitano di operazioni routinarie di pulizia e disinfezione. I materiali utilizzati, elastomeri di 

gomma e silicone, sono quindi soggetti ad usura, favorendo la permanenza di batteri sulla superficie 

delle guaine [98,99].  

La produzione di elastomeri contenenti sostanze antimicrobiche sta riscuotendo sempre maggiore 

interesse sia in campo medico che nella produzione di alimenti [100,101]. Una tecnologia innovativa 

sviluppata e brevettata in Italia da Scudo Technologies (Adrara San Martino) ha permesso di 

sviluppare degli elastomeri con capacità antimicrobiche, che possano essere impiegati anche nella 

produzione di guaine di mungitura. Gli additivi brevettati, ad azione antibatterica, inclusi nella 

formulazione degli elastomeri sono approvati dalla Food and Drug Administration per l’utilizzo nel 
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settore alimentare. Infatti, gli additivi non vengono rilasciati nel latte o nell’acqua di lavaggio degli 

impianti, risultando sicuri sia da un punto di vista della salubrità del latte che del rischio di 

inquinamento degli ambienti acquatici. 

4.4.3 Metodologia 

4.4.3.1 Valutazione in vitro dell’attività antibatterica degli elastomeri 
L’attività antibatterica dei materiali è stata valutata nei confronti di S.aureus ATCC 6538, 

S.agalactiae e E.coli. I ceppi batterici, conservati a -20°C in glicerolo al 25% (v/v), e scongelati a 

temperatura ambiente sono stati poi seminati (10 µL) su piastre di tryptic Soy Agar (TSA) (Microbiol, 

Cagliari, Italia) e incubati in aerobiosi per 24 ore ad una temperatura di 37°C. Le colonie sono state 

risospese in soluzione salina (NaCl, 0.9% w/v) per raggiungere la concentrazione di 0.5 unità 

McFarland (equivalenti a 1.5 × 108 UFC/mL) misurate con un densitometro (BioSan, Medical-

Biological Research and Technologies, Riga, Lettonia). Successivamente con delle diluizioni seriali 

la concentrazione iniziale di 108 UFC/mL è stata ridotta alle concentrazioni finali di 104 e 103 

UFC/mL, per simulare le condizioni di campo. 

Gli elastomeri oggetto di valutazione (Tabella 17) sono stati porzionati in modo tale da poter essere 

posizionati sul fondo dei pozzetti di piastre da 24 pozzetti (Cellstar, Greiner bio-one, Milan, Italia). 

Successivamente, 1 mL di ciascuna sospensione batterica è stato dispensato sopra ogni campione. 

L’attività antibatterica è stata valutata a quattro diversi time points: T0 (contatto), T1 (1 ora dopo il 

contatto), T2 (6 ore dopo il contatto), e T3 (24 ore dopo il contatto). Ogni elastomero è stato valutato 

in triplicato per ciascun time point. Allo scadere di ogni time points 50 μL di sospensione sono stati 

piastrati per spatolamento su piastre di TSA, e incubate per 24 ore a 37°C.  Al termine del periodo di 

incubazione per ogni time point, le colonie batteriche presenti sono state conteggiate e i dati raccolti 

hanno permesso di calcolare la riduzione percentuale delle colonie batteriche nel tempo, per entrambe 

le concentrazioni utilizzate. 

4.4.3.2 Analisi Statistica 
I dati sono stati raccolti in un database e il tasso di uccisione è stato calcolato utilizzando la seguente 

formula: 

𝐾(%) = (1 −
𝑈𝐹𝐶𝑡𝑛 − 𝑈𝐹𝐶𝑡0

𝑈𝐹𝐶𝑡0
) × 100 

dove K (%) è la riduzione della popolazione batterica (percentuale, %), UFCtn è la concentrazione 

batterica (UFC/mL) al tempo n > 0, e UFCt0 è la concentrazione batterica iniziale (UFC/mL). 

Il metodo di Kaplan–Meier è stato applicato per confrontare l’attività di uccisione durante l’intero 

periodo di follow-up (24 h) (XLstat 2023.1.4 Addinsoft, New York, NY, USA), Questa analisi 

consente il confronto tra popolazioni attraverso le loro curve di sopravvivenza, anche in caso di tempi 

di rilevamento irregolari. 

Il tasso medio di uccisione (K%) rappresenta la valutazione finale dell’attività antimicrobica degli 

elastomeri, mentre le mediane di Kaplan–Meier rappresentano l’andamento dell’attività nel tempo. 
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Tabella 17. Descrizione delle formulazioni per le 2 gomme e i 7 siliconi considerati.  

Tipologia di 

elastomero 

Caratteristiche principali Additivo antimicrobico 

brevettato (1%) 

Acronimi (in 

tabelle e 

figure) 

Gomma Copolimero NBR (acrilonitrile-

butadiene) 50–60% 

Nero di carbonio 3–7% 

Plastificante 6–10% 

Caolino calcinato 20–24% 

Silice precipitata 4–6% 

Acido stearico 0,1–1% 

TMTM (tetrametiltio-metano) 

0,1–1% 

ZDBC (dibenzil dicarbamato) 

0,1–1% 

Zolfo 0,1–2% 

Ossido di zinco (CAS 1314-

13-2) 

Ossido di magnesio (CAS 

1309-48-4) 

Cloruro d’argento (CAS 

7783-90-6) 

Argento fosfato su vetro 

(CAS 308069-39-8) 

Piritione di zinco (CAS 

13463-41-7) 

R1 

Gomma butilica 54–57% 

Nero di carbonio 26–29% 

Carbonato di calcio 9,5–11% 

Acido stearico 0,1–1% 

ZOEC 0,25–1% 

TMDM 0,4–1,8% 

Zolfo 0,1–2%  

Zinc oxide (CAS 1314-13-

2) 

 Magnesium oxide (CAS 

1309-48-4) 

 Silver chloride (CAS 7783-

90-6) 

 Silver phosphate glass 

(CAS 308069-39-8) 

 Zinc pyrithione (CAS 

13463-41-7 

R2 

Silicone 

Gomma siliconica (CAS 

63394-02-5) 95–99% 

Perossido di dicumile al 50% 

(CAS 80-43-3) – Perossidi 

organici, H242 

2,5-Dimetil-2,5-di(tert-

butilperossido) esano al 50% 

(CAS 78-63-7) – Perossidi 

organici, H24 

Cloruro d’argento (CAS 

7783-90-6) 

Argento fosfato su vetro 

(CAS 308069-39-8) 

Piritione di zinco (CAS 

13463-41-7) 

S3 

Ossido di zinco (CAS 1314-

13-2) 

Ossido di magnesio (CAS 

1309-48-4) 

S4 
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Cloruro d’argento (CAS 

7783-90-6) 

Argento fosfato su vetro 

(CAS 308069-39-8) 

Piritione di zinco (CAS 

13463-41-7) 

Ossido di magnesio (CAS 

1309-48-4) 

Cloruro d’argento (CAS 

7783-90-6) 

Argento fosfato su vetro 

(CAS 308069-39-8) 

Piritione di zinco (CAS 

13463-41-7) 

S5 

Ossido di zinco (CAS 1314-

13-2) 

Ossido di magnesio (CAS 

1309-48-4) 

Cloruro d’argento (CAS 

7783-90-6) 

Argento fosfato su vetro 

(CAS 308069-39-8) 

S6 

Argento fosfato su vetro 2% 

(CAS 308069-39-8) 

Piritione di zinco (CAS 

13463-41-7) 

S7 

Stesso di quanto sopra, ma a 

concentrazione del 3% 

S8 

Stesso di quanto sopra, ma a 

concentrazione del 4% 

S9 

 

4.4.4 Risultati 

4.4.4.1 Elastomeri in gomma 
La prova con l’elastomero in gomma R1 senza PAA con i tre patogeni considerati ha mostrato risultati 

inaspettati. Infatti, è stata osservata un’attività antimicrobica nel controllo, con un tasso di uccisione 

fino al 100% per S.aureus e S.agalactiae a 24 h post-contatto (pc), quando la concentrazione iniziale 

era di 10³ UFC/mL. Un tasso di uccisione relativamente elevato (intervallo 85–98%) è stato osservato 

anche utilizzando la concentrazione di 10⁴ UFC/mL. Come previsto, l’aggiunta di componenti 
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antimicrobici ha aumentato il tasso di uccisione fino al 100% sia a 6 h che a 24 h pc per tutti e tre i 

patogeni (Figura 13). 

La Tabella 18 riporta il risultato dell’analisi della curva di sopravvivenza di Kaplan–Meier. I controlli 

hanno confermato la presenza di attività antibatterica contro i tre patogeni considerati, ma a un livello 

significativamente inferiore rispetto alla gomma addizionata con PAA, che ha eliminato tutti i batteri 

entro 24 h pc. Va inoltre sottolineato che l’analisi delle curve ha stimato un’attività di uccisione del 

50% a 6 h pc per tutti i patogeni considerati. 

Figura 13. Attività di uccisione dell’elastomero R1 e del suo controllo su S.aureus, S.agalactiae ed 

E.coli a due diverse concentrazioni iniziali (10³ UFC/mL e 10⁴ UFC/mL), misurate in due diversi 

tempi post-contatto (6 h e 24 h). 

 

 

Tabella 18. Confronto della mediana dei tassi di sopravvivenza calcolati con il metodo di Kaplan-

Meier per l’elastomero R1 additivato rispetto al controllo nei confronti dei tre principali patogeni 

della mastite. 

Patogeno Mediana tasso di sopravvivenza (%) Controllo vs R1 

P= Controllo R1 

S.aureus T1a T6 T24 T1 T6 T24  

103 UFC/ml  82 81 0 70 50 0 <0.0001 
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104 UFC/ml  95 75 14 78 50 0 <0.0001 

S.agalactiae        

103 UFC/ml  96 61 0 70 50 0 <0.0001 

104 CFU/ml  97 86 2 67 50 0 <0.0001 

E.coli        

103 UFC/ml  79 53 7 67 50 0 <0.0001 

104 UFC/ml  80 56 3 67 50 0 <0.0001 

a Tempo dopo il contatto. 

b L’errore standard del tasso di sopravvivenza è compreso tra 0 e 0,05% per tutti i valori. 

Il secondo elastomero (R2) ha mostrato un’attività antimicrobica diversa rispetto all’elastomero R1. 

In particolare, l’attività battericida del controllo era inferiore al 90% a 24 ore dal contatto per 

S.aureus, mentre l’elastomero additivato con PAA ha mostrato un’attività vicina al 100%, o pari al 

100%, solo per S.agalactiae (Figura 14), risultando significativamente maggiore rispetto al controllo 

(Tabella 19). Infine, l’attività contro E.coli è risultata significativamente inferiore per il prodotto 

additivato con PAA rispetto al rispettivo controllo (Tabella 19 e Figura 6). 

Figura 14. Attività di uccisione dell’elastomero R2 e del suo controllo su S.aureus, S.agalactiae ed 

E.coli a due diverse concentrazioni iniziali (10³ UFC/mL e 10⁴ UFC/mL), misurate in due diversi 

tempi post-contatto (6 h e 24 h). 
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Tabella 19.  Confronto della mediana dei tassi di sopravvivenza calcolati con il metodo di Kaplan-

Meier per l’elastomero R2 additivato rispetto al controllo nei confronti dei tre principali patogeni 

della mastite. 

Patogeno Mediana tasso di sopravvivenza (%) Controllo vs R2 

P= Controllo R2 

S.aureus T1a T6 T24 T1 T6 T24  

103 UFC/ml  100 84 12 95 71 2 <0.0001 

104 UFC/ml  92 78 12 86 65 0 <0.0001 

S.agalactiae        

103 UFC/ml  79 63 0 75 0 0 <0.0001 

104 UFC/ml  85 55 0 73 0 0 <0.0001 

E.coli        

103 UFC/ml  88 57 0 90 85 44 <0.0001 

104 UFC/ml  88 54 0 94 82 28 <0.0001 

a Tempo dopo il contatto. 

b L’errore standard del tasso di sopravvivenza è compreso tra 0 e 0,05% per tutti i valori. 

4.4.4.2 Elastomeri in Silicone 
La valutazione dell’attività antimicrobica degli elastomeri in silicone S3 e S4 ha mostrato differenze 

più marcate rispetto agli elastomeri in gomma. Infatti, il prodotto di controllo ha evidenziato una 

bassa attività antimicrobica contro i tre patogeni considerati, con valori compresi tra 1–98% per una 

concentrazione batterica di 10³ UFC/mL e 29–48% per la concentrazione più elevata. Un’attività 

superiore al 90% è stata osservata solo contro S.aureus (Figura 15). 

Il silicone addizionato con PAA S3 ha mostrato un’attività antimicrobica significativamente superiore 

contro tutti e tre i patogeni rispetto al controllo (p < 0,0001) a 24 h pc (Tabella 20). L’elastomero S4 

ha evidenziato un’attività di uccisione leggermente inferiore rispetto a S3, mostrando efficacia contro 

S.agalactiae a 6 h pc, mentre erano presenti pochissime colonie a 24 h pc dopo l’esposizione con 

E.coli. Anche in questo caso, le differenze tra i siliconi con PAA e i controlli sono risultate 

statisticamente significative secondo l’analisi di Kaplan–Meier (p < 0,0001). 

Gli elastomeri in silicone addizionati con PAA S5 e S6 (Figura 16) hanno mostrato un’attività 

antimicrobica leggermente inferiore rispetto a S3 e S4, raggiungendo un livello di 100% contro 

S.agalactiae solo a 24 h pc. Nonostante le diverse formulazioni, l’attività antimicrobica dei due 

siliconi è risultata simile (Tabella 21), sebbene S6 abbia mostrato un’azione più rapida, con tassi di 

sopravvivenza più bassi già a 6 h pc rispetto a S5. Le curve di sopravvivenza di tutti i siliconi 

addizionati sono risultate significativamente differenti dai controlli secondo l’analisi di Kaplan–

Meier (p < 0,0001). 
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Figura 15. Attività battericida dell’elastomero S3-4 e suo controllo contro S.aureus, S.agalactiae e 

E.coli a due diverse concentrazioni iniziali (10³ UFC/mL e 10⁴ UFC/mL) e in due diversi tempi di 

contatto (6 ore e 24 ore) 

 

Tabella 20. Confronto della mediana dei tassi di sopravvivenza calcolati con il metodo di Kaplan-

Meier per l’elastomero S3 e S4 additivato rispetto al controllo nei confronti dei tre principali 

patogeni della mastite. 

Patogeno Mediana tasso di sopravvivenza (%) 

Controllo S3 S4 

S.aureus T1a T6 T24 T1 T6 T24 T1 T6 T24 

103 CFU/ml  98 79 6 87 62 3 95 68 3 

104 CFU/ml  86 77 8 80 40 0 78 51 0 

S.agalactiae          

103 CFU/ml  79 71 2 90 45 0 85 0 0 

104 CFU/ml  81 79 50 93 50 0 100 0 0 

E.coli          

103 CFU/ml  88 84 84 98 81 0 91 76 3 

104 CFU/ml  92 93 99 87 64 0 89 61 1 

a Tempo dopo il contatto. 

b L’errore standard del tasso di sopravvivenza è compreso tra 0 e 0,05% per tutti i valori. 
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Figura 16. Attività battericida degli elastomeri S5-S6 e loro controllo contro S.aureus, S.agalactiae 

e E.coli a due diverse concentrazioni iniziali (10³ UFC/mL e 10⁴ UFC/mL) e in due diversi tempi 

dopo il contatto (6 ore e 24 ore).  

 

 

 

Tabella 21. Confronto della mediana dei tassi di sopravvivenza calcolati con il metodo di Kaplan-

Meier per l’elastomero S5 e S6 additivato rispetto al controllo nei confronti dei tre principali 

patogeni della mastite. 

Patogeno Mediana tasso di sopravvivenza (%) 

Controllo S5 S6 

S.aureus T1a T6 T24 T1 T6 T24 T1 T6 T24 

103 CFU/ml  98 79 6 90 57 1 96 67 2 

104 CFU/ml  86 77 8 93 68 1 95 67 4 

S.agalactiae          

103 CFU/ml  79 71 2 100 0 0 100 51 0 

104 CFU/ml  81 79 50 100 51 0 100 58 0 

E.coli          

103 CFU/ml  88 84 84 85 74 2 86 68 4 

104 CFU/ml  92 93 99 76 50 1 80 61 1 
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4.4.5 Discussione 
La preoccupante diffusione globale dell’AMR richiede la creazione di nuovi protocolli e strumenti 

volti a prevenire e controllare i microrganismi, riducendo così la necessità di antimicrobici. Una 

strada promettente per raggiungere questo obiettivo è lo sviluppo di elastomeri con proprietà 

antimicrobiche [100,102,103], questi materiali hanno ampie potenziali applicazioni, inclusi i settori 

dell’industria alimentare e della produzione di latte.  

La mungitura rappresenta una fase critica per la diffusione dei patogeni infettivi all’interno della 

mandria da latte. La separazione in gruppi sanitari delle bovine, durante la mungitura è l’unico metodo 

realmente efficace per ridurre in modo significativo questo rischio [91,104]. Tuttavia, questo 

approccio è spesso percepito come oneroso in molti allevamenti e richiede ulteriore manodopera. 

Altri metodi, come la disinfezione dei gruppi di mungitura, come i sistemi di lavaggio controcorrente, 

hanno prodotto risultati controversi [92,94]. Il rischio di trasmissione aumenta ulteriormente con l’uso 

di sistemi di mungitura automatizzati, poiché una corretta segregazione risulta praticamente 

impossibile, sia per la necessità di mantenere un numero costante di vacche per unità, sia perché le 

procedure igieniche non sempre risultano efficaci [105–107]. 

La disponibilità di elastomeri con proprietà antimicrobiche applicabili alle guaine di mungitura in 

gomma e silicone potrebbe ridurre il rischio di trasmissione delle infezioni durante la mungitura, 

diminuendo la necessità di ulteriori misure di controllo come la segregazione. L’opportunità di 

confrontare la capacità di uccisione di diversi elastomeri in gomma e silicone con differenti additivi 

antibatterici ha portato a risultati inaspettati. A nostra conoscenza, questo è il primo studio a mostrare 

che i materiali in gomma di base possiedono un’attività antimicrobica intrinseca che, in alcuni casi, 

può raggiungere il 100%. Al contrario, gli elastomeri in silicone privi di PAA hanno mostrato 

proprietà battericide inferiori. Questa attività antimicrobica intrinseca può spiegare l’elevato livello 

di efficacia osservato per entrambi gli elastomeri in gomma testati quando venivano aggiunti 

componenti antimicrobici. L’aggiunta di PAA ha determinato un marcato aumento della letalità in 

entrambi gli elastomeri. L’elastomero R1 ha mostrato una maggiore efficacia di uccisione rispetto a 

R2, pur avendo la stessa concentrazione di PAA, a causa delle differenti composizioni. Anche i batteri 

hanno avuto un ruolo determinante: mentre R1 ha determinato curve di sopravvivenza simili per tutti 

e tre i patogeni, R2 ha mostrato la massima attività contro S.agalactiae e la minore contro E.coli. 

Infine, l’aggiunta di diverse concentrazioni di argento fosfato su vetro in combinazione con piritione 

di zinco (S7–S9), ma senza altri componenti antimicrobici, non ha prodotto la prevista diminuzione 

proporzionale nei tassi di sopravvivenza. È interessante notare che gli elastomeri con concentrazioni 

più basse di additivi hanno mostrato un’attività maggiore rispetto a quelli con concentrazioni più alte. 

Inoltre, la presenza dei soli due costituenti (Argento fosfato su vetro e piritione di zinco) ha 

determinato una riduzione dell’attività battericida rispetto ad altre formulazioni. I diversi risultati 

potrebbero anche essere dovuti alle differenti reazioni chimiche che avvengono durante la produzione 

e che possono influenzare l’efficacia antimicrobica dei singoli componenti e delle loro combinazioni, 

come già osservato in studi precedenti [108–110]. 

Il confronto delle formulazioni consente di identificare almeno un elastomero in gomma con la più 

elevata attività antimicrobica in vitro, rappresentato dalla formulazione R1, che include zinco, argento 

e magnesio come PAA. Per quanto riguarda gli elastomeri in silicone, l’individuazione della migliore 

formulazione non è altrettanto immediata: sia S4 che S5 hanno mostrato un’attività antimicrobica 

simile. Questo risultato era atteso, dato che l’unica differenza tra le due formulazioni era la presenza 



62 

 

di ossido di zinco in S4, assente in S5. Nella scelta del prodotto ottimale vanno considerati anche altri 

fattori, come i costi, benché queste informazioni non siano state fornite dal produttore. 

Lo sviluppo di nuovi elastomeri antibatterici dovrebbe prevedere una valutazione precisa almeno 

degli effetti in vitro della miscela di componenti e del processo produttivo sulla capacità 

antimicrobica. È quindi necessaria una valutazione completa dei vari componenti e delle loro 

interazioni per produrre elastomeri efficaci. Raggiungere una combinazione ottimale di componenti 

è cruciale per l’attività antimicrobica e non dipende esclusivamente dall’effetto additivo. 

Questo studio è limitato al contesto in vitro e a soli tre patogeni, sebbene essi possano essere 

rappresentativi anche di altri patogeni della mastite (ad esempio, Stafilococchi coagulasi-negativi, 

Streptococchi ambientali e coliformi). Un fattore chiave mancante rispetto agli studi in campo è 

rappresentato dal processo di pulizia, che potrebbe influenzare le condizioni degli elastomeri e 

contribuire a ridurre i carichi batterici sulla loro superficie. Considerate le limitazioni di questo studio, 

condurre una valutazione in vitro è fondamentale per identificare la formulazione più efficace prima 

di passare a prove sul campo. 

Questi risultati aprono prospettive interessanti per l’applicazione di tecnologie “passive” di 

prevenzione, capaci di ridurre il rischio di infezione tra bovine. Tuttavia, l’efficacia dei materiali 

testati in condizioni di laboratorio richiede una validazione in contesti reali di allevamento, dove 

fattori ambientali, igienici e gestionali possono influenzarne il comportamento. 

Per questo motivo, il capitolo successivo presenta le prove in campo condotte presso aziende pilota, 

finalizzate a valutare l’efficacia dei materiali in condizioni operative. 

4.5 EFFICACIA DELL’APPLICAZIONE IN CAMPO DELLE GUAINE ANTIBATTERICHE  

4.5.1 Introduzione 
Alla luce dei risultati precedentemente esposti, abbiamo proceduto ad una verifica in campo delle 

guaine prodotte con gli elastomeri più performanti nelle prove in vitro. 

4.5.2 Metodologia 
Le guaine sono state installate in quattro allevamenti lombardi, durante il periodo di osservazione tra 

il 2023 e 2024. In ogni azienda, prima dell’installazione delle guaine è stata fatta una valutazione 

sanitaria della mandria per individuare animali positivi per S.aureus e/o S.agalactiae, tramite qPCR. 

Le bovine sono state monitorate durante il periodo di osservazione, sempre tramite qPCR, in modo 

tale da poter calcolare l’incidenza delle nuove infezioni in seguito all’installazione delle guaine. 

4.5.3 Analisi epidemiologica dei dati. 
La misura dell’efficacia delle misure messe in atto per prevenire la diffusione delle infezioni da batteri 

contagiosi è stata effettuata mediante il calcolo delle due misure epidemiologiche fondamentali per 

questo tipo di valutazione: 

▫ Prevalenza: numero di casi di infezioni da batteri contagiosi nella popolazione a rischio 

(gruppo animali sani) in un dato tempo. 

▫ Incidenza: numero di nuovi casi da batteri contagiosi nella popolazione a rischio (gruppo 

animali sani) in un dato periodo tempo. Il calcolo del tasso di incidenza è più complesso di 

quello della prevalenza e la formula per il calcolo del tasso di incidenza è la seguente: 



63 

 

𝑛𝑢𝑜𝑣𝑖 𝑐𝑎𝑠𝑖 𝑑𝑖 𝑚𝑎𝑙𝑎𝑡𝑡𝑖𝑎

(𝑛. 𝑑𝑖 𝑠𝑜𝑔𝑔𝑒𝑡𝑡𝑖 𝑠𝑎𝑛𝑖 ∗ 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑎 𝑟𝑖𝑠𝑐ℎ𝑖𝑜) + (𝑛. 𝑛𝑢𝑜𝑣𝑖 𝑐𝑎𝑠𝑖 ∗  
𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑎 𝑟𝑖𝑠𝑐ℎ𝑖𝑜 

2 )
 

Per tempo a rischio si intente l’intervallo di tempo in cui vengono valutati gli animali espresso in 

mese/100 animali. 

4.5.4 Risultati 

4.5.4.1 Allevamento 1 
Per quanto riguarda questo allevamento le prove si sono svolte durante le stagioni di alpeggio del 

2023 e 2024. L’ allevamento considerato ha una consistenza di circa 50 bovine. L’allevamento è 

caratterizzato dalla presenza di infezioni da S.aureus e da S.agalactiae con prevalenze iniziali (giugno 

2023) rispettivamente del 6,8% e 29,5%. In particolare, quest’ultimo valore è molto elevato e 

determina un elevato rischio di diffusione delle infezioni. L’applicazione delle guaine oggetto dello 

studio  durante il periodo dell’alpeggio 2023 ha portato ad osservare una frequenza di nuove infezioni 

pari all’11.5% per S.aureus e 28.7% per S.agalactiae a conferma dell’elevato rischio di diffusione 

(Figura17. L’incidenza delle infezioni è riportata nel Figura 18 e i valori calcolati sono 3,5 casi/100 

animali mese per S.aureus e 11,8 casi/100 animali per S.agalactiae.  

Nella successiva stagione di alpeggio (2024) sono state nuovamente installate le guaine  antibatteriche 

e i dati di prevalenza di partenza sono risultati simili ai precedenti con valori pari a 11,3% e 30,2%, 

rispettivamente per S.aureus e da S.agalactiae. Al contrario, le analisi relative alle nuove infezioni e 

al tasso di incidenza mostrano valori decisamente inferiori a quelli riscontrati nel 2023. Infatti, la 

frequenza di nuove infezioni è passata al 2,4% per S.aureus e al 9,5% per S.agalactiae (Figura 17) e, 

analogamente, abbiamo riscontrato una decisa riduzione del tasso di incidenza (Figura 18) con valori 

di 1 caso/100 animali mese per S.aureus e di 5,5 casi/100 animali mese per S.agalactiae. 

Durante il periodo in cui le bovine sono tornate all’allevamento di origine non sono state adottate 

misure per il contenimento delle infezioni, se non la normale rimonta degli animali poco produttivi o 

con patologie croniche. Tale pratica non sembra aver influito sulla prevalenza delle infezioni da 

batteri contagiosi, viste le prevalenze a inizio alpeggio nel 2024. 

Pur con una condizione iniziale lievemente peggiore rispetto al 2023, l’adozione delle guaine 

antibatteriche ha determinato un’evidente riduzione della trasmissione delle infezioni rispetto 

all’anno precedente. Non abbiamo a disposizione informazioni sulle caratteristiche degli animali 

nell’intervallo tra i due periodi; tuttavia, possiamo ipotizzare che l’adozione delle guaine per i due 

periodi consecutivi di alpeggio abbia determinato una progressiva diminuzione della carica infettante 

e, quindi, una riduzione del tasso di nuove infezioni. 
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Figura 18. Tasso di incidenza durante le due stagioni di alpeggio 2023 e 2024. 

             

 

4.5.4.2 Allevamento 2 
L’allevamento ha una consistenza di circa 140 bovine in lattazione e una prevalenza iniziale di 

infezioni da S.agalactiae pari al 65%, valore estremamente elevato che ha gravi ripercussioni sia sulla 

sostenibilità dell’allevamento sia sulla diffusione della malattia agli animali sani. Dopo la prima 

valutazione della situazione (agosto 2023), l’allevatore ha provveduto ad eliminare un certo numero 

di animali infetti, rimanendo comunque su valori di prevalenza medi pari al 41% (ottobre ’23 – aprile 

’24) con un valore nel mese di maggio 2024, quando sono state adottate le guaine antibatteriche, pari 

al 35%.  Il tasso di incidenza nel periodo senza l’adozione delle guaine è stato pari a 7,5 casi/100 

animali mese, per passare a valori quasi dimezzati nel periodo in cui sono state adottate le guaine 

antibatteriche (Figura 19), il che ha permesso anche di ridurre la prevalenza media di 10 punti 

percentuali (31%). 
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Figura 17. Frequenza delle nuove infezioni durante le due stagioni di alpeggio 2023 e 2024. 
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Questo allevamento, così come quello considerato per le prove in alpeggio, presenta problemi molto 

difficili da risolvere, dal momento che in presenza di prevalenza di infezioni estremamente alte, non 

vengono adottati provvedimenti atti a contenere le infezioni come la suddivisione in gruppi in base 

allo stato sanitario delle bovine e tutte quelle misure che migliorino l’igiene e la gestione delle bovine 

[87]. L’evidente riduzione del tasso di incidenza dopo l’adozione delle guaine antibatteriche 

rappresenta quindi un risultato molto interessante, stante il fatto che è stata l’unica misura presa per 

contenere la diffusione delle infezioni. 

Figura 19. Tasso di incidenza durante prima e dopo l’adozione delle guaine antibatteriche. 

 

 

4.5.4.3 Allevamento 3 
A differenze dei due precedente allevamenti, questo aveva già adottato la suddivisione degli animali 

in gruppi sanitari, al fine di contenere le infezioni da S.aureus. L’allevamento ha una consistenza di 

circa 95 capi e il gruppo considerato (sano) era di circa 45 capi. Il primo controllo effettuato nel 

gruppo ha evidenziato la presenza di 2 soggetti infetti che sono stati allontanati dal gruppo stesso. 

Subito dopo, sono state adottate le guaine antibatteriche. Analisi periodiche come previsto dal piano 

di eradicazione hanno permesso di identificare nel tempo altri tre animali che sono risultati positivi 

dopo parto e che sono stati anch’essi allontanati dal gruppo. All’ottavo mese di controllo è comparsa 

una bovina primipara positiva che, in questo caso, non è stata allontanata dal gruppo e che è risultata 

essere ancora presente a distanza di due e quattro mesi dal primo rilievo post-parto (Figura 20). La 

presenza di questa bovina infetta non ha determinato l’insorgenza di infezioni in altre bovine nello 

stesso gruppo come probabile conseguenza della presenza delle antibatteriche. Questo risultato, 

conferma se da un lato conferma che una corretta gestione di un programma di eradicazione permette 

di individuare l’entrata nel gruppo di bovine infette, dall’altro indica come la presenza delle guaine 

antibatteriche permetta di contenere in modo ottimale le infezioni, anche nel caso di presenza di 

animali infetti, sempreché il numero di animali infetti sia ridotto. 
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Tale effetto si è anche riflesso sull’andamento delle cellule somatiche che si sono progressivamente 

ridotte in entrambi i gruppi (sano e infetto) raggiungendo valori medi di 200.000 cellule/ml al termine 

del periodo di osservazione (Figura 21). 

Figura 20. Esiti dei controlli periodici nel gruppo sano. Le guaine antibatteriche sono state montate 

nel secondo mese e la bovina positiva indicata dalla colonna rossa è sempre la stessa a partire 

dall’ottavo mese. 

 

Figura 21. Andamento del contenuto cellulare del latte durante il periodo di follow-up nei gruppi 

sano e infetto 
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4.5.4.4 Allevamento 4 
L’allevamento 4 rappresenta un allevamento particolare all’interno delle aziende considerate in 

questa indagine. Infatti, l’allevamento di circa 170 bovine in lattazione di cui 120 circa munte con 

robot e le restanti, munte in sala di mungitura, erano all’inizio della sperimentazione le bovine 

positive per agenti contagiosi e bovine che avevano appena partorito. In quest’ultimo gruppo sono 

state adottate sin dall’ottobre 2023 le guaine antibatteriche. In pratica, il gruppo munto in sala di 

mungitura costituiva il gruppo infetto e il gruppo intermedio e, in teoria, solo le bovine risultate 

negative ai controlli post-parto passavano ai robot di mungitura di cui almeno uno avrebbe dovuto 

mungere solo animali risultati negativi ai test diagnostici. 

Come si può osservare nella Figura 22, questa gestione con diversi sistemi di mungitura e gruppi non 

bene definiti in termini di sanità della mammella, non ha consentito di ridurre significativamente la 

prevalenza delle infezioni per entrambi gli agenti contagiosi. 

Va d’altra parte segnalato che, almeno per S.aureus, l’incidenza delle infezioni si è sensibilmente 

ridotta a partire dal gennaio 2024 (Figura 22). 

 

Come mostrano entrambi i grafici (Figura 23 e 24), a partire del gennaio 2024, si è avuto un 

progressivo aumento dell’incidenza delle infezioni da S.agalactiae e, conseguentemente, della sua 

prevalenza. Il costante monitoraggio dello stato sanitario della mandria grazie ai controlli funzionali 

operati da ARAL ci ha permesso di individuare le prime avvisaglie di questo aumento e, quindi, è 

stata fatta una visita in allevamento per individuarne le cause. Purtroppo, abbiamo potuto verificare 

che quanto era stato eseguito nella prima fase dell’indagine (separazione dei gruppi, movimentazione 

verso i robot solo di animali sani) era venuto meno e quindi animali infetti erano stati spostati verso 

i robot ed era venuta a mancare un tempestivo controllo degli animali post-parto. Stante il 

mantenimento di questa situazione, abbiamo sospeso i rilievi diagnostici a partire dal maggio 2024. 
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La gestione poco efficiente e prudente della mandria è anche testimoniata dall’andamento delle 

cellule somatiche nei diversi gruppi, con valori che sono molto spesso a cavallo o superiori alle 

400.000 cellule/ml (Figura 24). 

 

 

Figura 24. Andamento del contenuto cellulare del latte durante il periodo di follow-up nei tre gruppi 

aziendali.  
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4.5.5 Discussione 
L’adozione di un programma di eradicazione per gli agenti contagiosi di mastite da parte degli 

allevatori, pur avendo un dimostrato positivo rapporto costo-beneficio [87,111], trova spesso delle 

resistenze legate alle difficolta vere o presunte per la formazione dei gruppi sanitari (gruppo sano, 

intermedio e infetto). Tali difficoltà divengono ancora maggiori quando si consideri la mungitura 

robotizzata che, per l’organizzazione aziendale, in genere non permette di formare detti gruppi. 

Va inoltre tenuto conto che gli attuali sistemi di disinfezione tra una bovina e l’altra sia nelle sale di 

mungitura sia nei robot non garantiscono una significativa riduzione della trasmissione delle infezioni 

[94]. 

La disponibilità di nuovi elastomeri con proprietà antibatteriche di dimostrata efficacia, almeno in 

vitro, permette di avere una possibile alternativa per superare le difficoltà sopra descritte. Tali 

strumenti, per poter essere considerati validi, hanno richiesto una loro valutazione in condizioni di 

campo, valutazione che è stata condotta all’interno del progetto MOOH. 

I risultati ottenuti sono stati complessivamente buoni con una riduzione dell’incidenza delle infezioni 

da S.aureus, in alcuni casi, fino a 0, con conseguente blocco della diffusione. In tutti gli allevamenti 

in cui le guaine sono state adottate, sia per S.aureus sia per S.agalactiae, si è sempre osservata una 

sensibile riduzione dell’incidenza. I dati mostrano che, per quanto riguarda S.agalactiae tale riduzione 

è inferiore a quella osservata da S.aureus, ma va anche detto che le prevalenze iniziale per 

S.agalactiae sono risultate di gran lunga superiori a quelle di S.aureus. 

Quest’ultimo aspetto e, soprattutto, il fatto che si siano osservate delle recrudescenze nell’incidenza 

delle infezioni da S.agalactiae suggeriscono, così come nel caso dell’applicazione delle nuove 

tecnologie diagnostiche, che lo stato sanitario dell’allevamento è frutto della capacità gestionale 

dell’allevatore e il cambiamento in meglio di tale stato non può essere delegato a singoli interventi, 

ma è il frutto di un lavoro continuo ed efficace, in coordinamento con i consulenti aziendali e 

accompagnata da un altrettanto fattiva partecipazione da parte dell’allevatore. 

Le prove in campo hanno confermato la potenziale efficacia dei materiali e delle misure di 

prevenzione testate. Sebbene i risultati debbano essere interpretati con cautela a causa della variabilità 

aziendale e della durata limitata delle osservazioni, le evidenze raccolte dimostrano la fattibilità di un 

approccio integrato alla gestione del rischio infettivo. 

 

4.5.6 Pubblicazioni inerenti questa sezione 
Innovative Elastomers with Antimicrobial Activity May Decrease Infection Risks during Milking   

Autori: Gabriele Meroni, Valerio Sora, Francesca Zaghen, Giulia Laterza, Piera Anna Martino e 

Alfonso Zecconi 

Pubblicato in Pathogens 2023, 12, 1431. https://doi.org/10.3390/pathogens12121431 
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5 CONCLUSIONI 
La presente tesi ha affrontato in modo sistemico e multidisciplinare una delle sfide più urgenti per la 

sanità pubblica e la sostenibilità zootecnica: la diffusione dei patogeni zoonosici e dei geni di 

resistenza antimicrobica (AMR) nella filiera del latte. Attraverso l’approccio One Health, che 

riconosce l’interconnessione tra salute umana, animale e ambientale, è stato possibile sviluppare e 

testare strategie innovative per il monitoraggio, la prevenzione e il contenimento delle infezioni da 

S.aureus e S.agalactiae, principali agenti eziologici delle mastiti contagiose bovine. L’insieme delle 

sperimentazioni descritte delinea un percorso coerente, che parte dalla caratterizzazione 

microbiologica e genomica dei patogeni fino alla validazione di strumenti pratici di prevenzione, in 

piena coerenza con i principi del paradigma One Health. 

L’integrazione di analisi genomiche su larga scala, metagenomica ambientale e protocolli diagnostici 

avanzati ha permesso di ottenere una visione dettagliata della distribuzione dei ceppi batterici 

resistenti, dei loro profili genetici e delle dinamiche di trasmissione. Tuttavia, la presenza di ceppi 

ibridi e la documentazione di eventi di spillover e zoonosi inversa indicano che tali barriere possono 

essere superate, soprattutto in contesti di pressione selettiva elevata, come quelli determinati dall’uso 

intensivo di antibiotici. 

L’applicazione di guaine antimicrobiche innovative durante la mungitura ha dimostrato un’efficacia 

concreta nel ridurre la trasmissione dei patogeni contagiosi, contribuendo alla diminuzione 

dell’incidenza delle mastiti e dell’uso terapeutico di antibiotici. Questo risultato, unito all’adozione 

dell’asciutta selettiva basata su algoritmi immunologici e infiammatori, ha evidenziato come sia 

possibile coniugare sostenibilità produttiva, benessere animale e tutela della salute pubblica. 

Inoltre, l’analisi del resistoma del latte e dei filtri di mungitura ha aperto nuove prospettive per il 

monitoraggio ambientale dell’AMR, proponendo un modello replicabile per la sorveglianza 

epidemiologica in zootecnia.  

Nel complesso, il lavoro svolto ha dimostrato che l’adozione di un approccio integrato, basato su 

evidenze scientifiche e tecnologie avanzate, può rappresentare una svolta nella gestione delle malattie 

infettive in ambito zootecnico. La lotta all’AMR e la prevenzione delle zoonosi non possono 

prescindere da una visione condivisa e intersettoriale, che coinvolga attivamente il mondo 

accademico, le istituzioni, gli allevatori e la società civile. 

Questa tesi si propone quindi non solo come contributo scientifico, ma come base operativa per 

l’implementazione di politiche sanitarie e produttive più sostenibili, in linea con gli obiettivi europei 

di riduzione dell’uso degli antibiotici e con i principi fondanti del paradigma One Health. Solo 

attraverso una collaborazione continua tra i diversi attori del sistema sarà possibile garantire la 

sicurezza alimentare, la salute globale e la resilienza del settore agro-zootecnico nel lungo periodo. 
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