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Abstract. Mycobacterium capragogether with Mycobacterium boviss the etiological agent of bovine
tuberculosis. The main feature that differentidtéscapraefrom M. bovisis the sensitivity to pyrazinamide
(PZA), a first-line anti-tuberculosis drug in humaredicine. This work focused on phenotypic and tygro
characteristics responsible for M. caprae sensijtito PZA. PZA susceptibility testing of Italiak. caprae
isolates was performed on liquid specific mediahvitte radiometric technique (BACTEC 460 systemnthe
replaced by the new non-radiometric method (BACTHIGIT 960). On selected isolates was carried out an
analysis of the gyrB gene and sequencing of the geicA to deepen genotypic characteristics resptengor
sensitivity ofM. capraeto PZA. Moreover somBl. caprae characterized by spoligotypes mainly widespread i
Italy, were selected and evaluated for suscepiitiiti other antibiotics normally used in the tuhgosis therapy

in human medicine

Riassunta Mycobacterium capragnsieme avlycobacterium bovjgappresenta I'agente eziologico responsabile
della tubercolosi bovina; la caratteristica primgche differenziaM. capraeda M. bovisé la sensibilita alla
pirazinamide (PZA), farmaco antitubercolare di @istelta in medicina umana. Questo lavoro si éeaurato
sulle caratteristiche fenotipiche e genotipicha alhse della sensibilita M.capraealla PZA. La sensibilita alla
PZA sugli isolati Italiani diM. capraeé stata valutata su terreni liquidi specifici dantecnica radiometrica
(BACTEC 460 system) poi sostituita dal metodo nadiometrico (BACTEC MIGIT 960). Sugli isolati € ta
effettuata l'analisi del gene gyrB e il sequenziatmedel gene pncA per approfondire le carattehistic
genotipiche responsabili della sensibilitaMicapraealla PZA. Inoltre per alcuni ceppi M. caprae selezionati

tra gli spoligotipi piu diffusi in Italia, € statealutata la suscettibilita ad altri principi attivormalmente utilizzati
nella terapia antitubercolarerigdicina umana

Introduzione

I Mycobacterium caprgeappartenente aMycobacterium tuberculosisomplex (MtbC)
(Figura 1) e considerato, insieme conMlcobacterium bovisl'agente eziologico della
tubercolosi bovina (bTB) negli animali domesti@advatici, ed entrambi sono responsabili di
forme cliniche di tubercolosi nelluomo indistingii dalle forme sostenute da.
tuberculosigKubica et al., 2003).

Nel progetto ci si € concentrati sulla valutazideeotipica e genotipica della sensibilita dei
ceppi di M. caprae alla pirazinamide (PZA), farmaco antitubercolaiepdma scelta in
medicina umana. La sensibilita alla PZA rappresdmtarincipale caratteristica biochimica
che differenziaM. capraeda M. bovise che allo stesso tempo accomhacapraee M.
tuberculosis

Le caratteristiche fenotipiche e genotipiche cltednziano il type strain dWl. capraegM-

1T (CIP 105776T=ATCC BAA-824T) daM. bovis sono: una debole positivita al test
dell'idrolisi del Tween 80 dopo 10 giorni, che nginosserva irfM. bovis la sensibilita alla
PZA, che non inibisce la crescitaMi bovis e una particolare combinazione di polimorfismi
genetici (Tabella 1).

La PZA ¢ definita un profarmaco, per esplicareda azione deve essere trasformata dalla
pirazinamidasi in acido pirazinoico che ne cossitaiil principio attivo.



La maggior parte dei ceppi resistenti alla PZA naaocdell'enzima pirazinamidasi, codificato
dal gene pncA, quindi non possono trasformare l& R& suo principio attivo. Oltre 1'80%
dei ceppi PZA-resistenti presentano mutazioni rlegpncA. Le prove di sequenziamento
negli isolati diM. capraeanalizzati nello studio hanno evidenziato la pmeaedel gene pncA
"wild-type" diversamente disl. bovis(Aranaz et al., 2003).
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Figura 1 - Filogenesi MtbC da Brosch R. et al, 2q@dificato)

Materiali e Metodi

Isolati di M. caprae Trentadue ceppi dM. caprae di cui 22 piu diffusi e 10 rari,
rappresentativi dei ceppi isolati in Italia tr&000 e il 2010, sono stati selezionati dalla banca
dati del Centro di Referenza Nazionale per la Teddesi bovina (CdRNTb) sulla base del
genotipo (combinazione spoligotipo/profilo ETR e VR, della posizione geografica e della
specie animale di provenienza (Figura 2).

In particolare, tra gli isolati piu diffusi, sontasi scelti ceppi caratterizzati dagli spoligotipi
maggiormente presenti in Italia: SB0415, SB04160&B, SB0866. | 32 ceppi selezionati
sSono stati sottoposti a:

« Studio fenotipico (10 tra i 22 isolati piu diffusi Italia)

« Studio genotipico (22 isolati dil. capraepiu diffusi e 10 caratterizzati da spoligotipi
unici)

Studio fenotipicoPer la valutazione della sensibilita alla PZA ¢anetodi su terreni liquidi
specifici per questo test, é stato impiegato itmzénte il metodo radiometrico BACTEC poi
sostituito da quello non radiometrico (MIGIT 96@&lidato solo di recente per il test della
PZA).

Allo scopo di approfondire ulteriormente le carastieche biochimiche deil. capraeitaliani,

e stata anche valutata, mediante Antibiogramma (AT suscettibilita a 4 principi attivi
normalmente utilizzati nella terapia antitubercelar medicina umana.

Il test di sensibilita deglM. capraea Isoniazide (INH), Streptomicina (STR), Rifampii



(RIF) ed Etambutolo (EMB), e stato effettuato setmnl metodo delle proporzioni su
Middlebrook 7H10. Sono state utilizzate differecdincentrazioni dei principi attivi: INH, 0,2
e 1 ug/ml; STR, 2 e 10 pg/ml; EMB, 5 pg/ml; RIRad/ml (Figura 3).

Studio genotipico | principali metodi di identificazione molecolarehe permettono di
evidenziare i profili genetici tipici dWl. capraesono il test proposto da Huard et al. nel 2003
e l'analisi del gene gyrB, mediante PCR/RFLP dtectdia Kasai et al. e Niemann et al. nel
2000, in combinazione con lo Spoligotyping (Spa@kgonucleotide Typing) (Kamerbeek et
al., 1997).

A queste metodiche nel presente studio sono sféiteate l'analisi dei loci ETRA-E
(Frothingham R., 1998) e l'analisi del pannello denarcatori VNTR (2163a, 2163b, 2996,
3155, 4052, 1895, 3232) selezionati nel lavoro dniBtti et al. (2009). | 32 isolati dV.
caprae su cui e stata effettuata I'analisi della seqaated gene pncA, erano caratterizzati da
una notevole variabilita genetica. Per il sequeneiato del gene pncA sono stati utilizzati i
primers P1 e P6 descritti da Barouni et al. (2004).

| prodotti della reazione di sequenza sono stdtoposti a separazione mediante elettroforesi
capillare su sequenziatore automatico ABI-PRISM®Bb33500XL (Applied Biosystems).
Le sequenze consensus ottenute sono state allio@atd metodo CLUSTALW, MegAlign
software Lasergene (DNASTAR, Madison, USA).
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Figura 2 - Distribuzione geografica degli spoligotli M. capraeisolati in Italia negli anni 2000-2011.
(cortesia del Centro di Referenza Nazionale p@ulsercolosi bovina dilycobacterium bovis IZSLER)
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Risultati

Studio Fenotipico Tre dei quattro ceppi dl. capraetestati con il sistema radiometrico
hanno mostrato una MIC per PZA inferiore a 12.5migll quarto ha mostrato una MIC di 25
png/mil.

Alla luce di questi risultati, gli altri 6 ceppi 80 stati testati alla concentrazione di PZA di 25
png/ml risultando tutti sensibili. Per quanto rigieda valutazione della sensibilita utilizzando
il sistema non radiometrico MIGIT 960, i 10 ceppi M. caprae sono stati testati alla
concentrazione di PZA di 25 pg/ml, risultando tsgnsibili. Dallo studio fenotipico per la
valutazione della sensibilita/resistenza degliasali M. capraea Isoniazide, Streptomicina,
Rifampicina, Etambutolo, non sono emerse resistenze

Studio genotipicol 32 isolati diM. capraeitaliani analizzati nello studio hanno presentato
una sequenza del gene pncA nella sua forma "wpd-typerfettamente sovrapponibile alla
sequenza del ceppo di riferimento internazional.diapraegM-1T.
La presenza del nucleotide C alla posizione 169dak pncA in tutti i ceppi analizzati, ha
confermato la sensibilita alla PZA riscontrata aslludio fenotipico.
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Tabella 1 - Principali caratteristiche differenzidégli isolati diM. capraerispetto ad altri membri déd.
tuberculosiscomplex (modificata da Aranaz et al., 2003).
S: sensibile; R: resistente. Mutazioni sui codonueleotidi dei Geni pncA, katG, oxyR, gyrA, gyrBD: dati
non disponibili
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Figura 3 - Preparazione del terreno Middlebrook @idér antibiogramma con farmaci antitubercolari,
presso I'Unita Operativa Specialistica OfficinarRaceutica dell'lZSUM

Discussione
L'indagine oggetto di studio ha permesso di:

+ effettuare una ricognizione degli isolati cliniciM. caprae circolanti in Italia,

« confermare l'importanza della banca dati del CdRN@bavere una visione completa
dell'epidemiologia molecolare dei ceppi di Micobkattircolanti nel territorio
nazionale.

Le misure di controllo previste dai piani di eradione della bTB hanno condotto ad una
progressiva riduzione della prevalenza dell'infeeim Italia.

E' opportuno segnalare pero che i requisiti sarpt@visti dalla normativa comunitaria (Dir.
97/12/CE, recepita con D.L.vo n. 196 del 22/05/299¢hiedono una percentuale annua di
allevamenti infetti da bTB inferiore allo 0,1% niegltimi 6 anni, quindi il nostro paese non
pud ancora dichiarare il territorio nazionale u#lmente indenne da bTB. Al momento si
procede attraverso la dichiarazione di indennitacglia provinciale e/o regionale.

In questo contesto legislativo e territoriale assyparticolare importanza ricostruire le vie di
diffusione e trasmissione della bTB, per individuaree e fattori di rischio associate alla
persistenza dell'infezione nel territorio. A talndj negli ultimi anni, allindagine
epidemiologica convenzionale si & affiancata lezi@zione molecolare dei ceppili bovis

e M. capraeisolati, con il risultato di confermare o svel&wati di contagio diversamente non
correlabili. Queste informazioni sono indispengapédr effettuare studi comparativi con le
realta europee ed internazionali.
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Per quanto riguarda gli studi di antibiotico resmta, in micobatteriologia umana, i test
vengono eseguiti da personale altamente specitdizralendo effettuare indagini simili sui
micobatteri isolati nel settore veterinario, bisagtener conto della complessita delle
metodiche disponibili. Per la nostra esperienzalgse auspicabile prevedere una formazione
specifica per il personale dei laboratori di bablegia veterinaria, sia per le metodiche su
terreni solidi che per quelle su terreni liquidi.darticolare, considerando che apparecchiature
come il BACTEC e il MIGIT system non sono facilmerdccessibili, in alternativa ci Si
potrebbe rivolgere direttamente ai laboratori diobiatteriologia umana.

Infine si ritiene necessario chiarire il ruolo d&ycobacterium capragquale agente eziologico
di bTB nellambito del panorama normativo italiamo comunitario; infatti a fronte
dell'evoluzione tecnico-scientifica avvenuta in sfueultimi anni, che ha definitivamente
accertato questo aspetto, non vi e stato un corrdgnte aggiornamento della normativa di
riferimento di cui le emissioni piu recenti risafgorispettivamente al 1995 e al 1999 con il
DM n.592 del 15/12/1995 e il D.L.vo n.196 del 22199, modificato successivamente dal
Regolamento (CE) N. 1226/2002.

Progetto di Ricerca Corrente realizzato con i fordil Ministero della Salute, RC. 19/09
IZSUM
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