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La felicita non é una illusione,

nom é un sogno non é un utopia;

ma é cosa umana, che giustamente
dobbiamo mettere a scopo della nostra vita

e che con mezzi umani possiamo conseguire.

Paolo Mantegazza
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Riassunto

Staphylococcus intermedigsla causa piu comune di piodermite canina,
una patologia cutanea il cui trattamento puo radie un esteso e
prolungato uso di antibiotici. Cio ha determindtuimento di fenomeni
di resistenza verso farmaci come penicilline, migdire lincosamidi. In
guesto studio e stata valutata la suscettibilitbeaibiotici di ceppi diS.
intermediusisolati da cani con o senza lesioni muco-cutah®8.isolati
di S. intermediusono stati identificati su base biochimica cosistema
semi-automatizzato miniAPI mediante I'impiego defjalleria ID 32
STAPH e sottoposti a test di suscettibilita a 18bawtici con il metodo
della diffusione su piastra. | risultati hanno endiato un’elevata
sensibilita sia verso farmaci normalmente impiegalia terapia della
piodermite, quali cefalosporine e fluorochinolorgia verso quelli
generalmente efficaci nei confronti degli stafilochbi, come amikacina e
acido fusidico. E stata osservata, inoltre, la gmea di ceppi resistenti

verso macrolidi e lincosamidi.



Summary

Staphylococcus intermedius the principal pathogenic bacterial
species responsible for canine pyoderma, one ofmib& common
causes of canine skin worldwide. Pyoderma can bé&ated with
antimicrobial therapy, howevethe control of S. intermedius
infection is difficult because increasing resis@has been reported
over the last decad&he purpose of the present study was to
determine the antimicrobial sensitivity &. intermediusstrains
isolated from healthy and diseased dogs. 136 Stvaane identified
with the semi-automated miniAPI system using the3lDSTAPH
strip. Susceptibility to a panel of 19 antimicrdbidrugs was
established with the disk diffusion method. Thegéamajority of
isolates retained high susceptibility to cephalosso and
fluoroquinolones, all currently used as first lingents againss.
intermedius Similarly, high percentage of sensitivity was eb®ed
for drugs also considered effective against stajgogdci like fusidic
acid and amikacin. The present study confirms tbeuence of

resistance 0%. intermediu$o macrolides and lincosamides.



1 - INTRODUZIONE

ANTIBIOTICO-RESISTENZA

Col termine antibiotici si indica una categoriafafmaci, naturali o di
sintesi, in grado di rallentare o fermare la peshizione dei batteri. In
origine si definivano antibiotici sostanze di onginaturale, prodotte di
solito da batteri o da miceti, capaci di ucciddta enicrorganismi. Gli
antibiotici venivano percio distinti dai chemiotpi@, molecole di
origine sintetica aventi gli stessi effetti su detmati microrganismi
(Schwarz e Kehrenberg, 2001). Oggi non e possitaleciare un limite
ben definito tra i chemioterapici e gli antibiofian quanto molti
antibiotici si possono ottenere per sintesi ed a#ngono modificati in
laboratorio, agendo sul nucleo di origine naturedemposti “semi-
sintetici”) (Normand et al, 2000). Si utilizza, quindi, il termine
antibiotico per indicare qualunque prodotto di matwiologica o

sintetica impiegato nelle terapie antibatteriche.



Aspetti generali dell’antibiotico-resistenza

L’antibiotico-resistenza rappresenta la capacitapdete dei batteri di
sopravvivere e replicarsi in presenza di un farmacimicrobico
(Schwarz e Kehrenberg, 2001). Si tratta di un fezmmonfrequente e
particolarmente importante in quanto l'insensibilidei batteri agli
antibiotici & un fattore limitante nell'uso di tdlrmaci negli animali e
rappresenta oggi il maggior pericolo connesso @rcHemioterapia
antibiotica.

Negli ultimi decenni, il fenomeno dell'antibiotia@sistenza é divenuto
un problema sempre maggiore in quanto si cominc@eéigurare la
possibilita che in breve tempo possano svilupdzageri resistenti a tutti
gli antibiotici oggi disponibili. Un esempio €& rapggentato dallo
Staphylococcus aureussistente alla vancomicina, isolato per la prima
volta negli Stati Uniti nel 2002 (CDC, 2002). Inelt esistono ceppi di
almeno tre specie batterich&nterococcus faecalisMycobacterium
tuberculosis Pseudomonas aerugingsahe sono gia in grado di
resistere a piu di 100 antibiotici oggi a dispasmia (Cohen, 1992;
Martineauet al, 2000). | motivi per cui sembra opportuno avviaos

tempestivita interventi di controllo in questo atolsono molteplici:



* I'aumento del numero di microrganismi resistenti ssprattutto,
multiresistenti;

* |la mortalita attribuibile alla resistenza antibiat]

* la rapidita con cui i microrganismi resistenti pmss diffondersi a
livello mondiale;

* la riduzione nell’efficacia di molti farmaci antiorobici disponibili.

Un batterio pud essere considerato resistente aefranti di un
chemioantibiotico quando la concentrazione cheaiimfico raggiunge
nel sito di infezione non e in grado di inibireréplicazione del germe o
di ucciderlo (Schwarz e Chaslus-Dancla, 2001). @imostra che la
resistenza antimicrobica non € solamente un prablemtrobiologico
ma include aspetti di tipo farmacologico, farmaoetico e clinico.
L’antibiotico-resistenza pud essere naturale o iatqu La resistenza
naturale, o “intrinseca”, consiste nell'insenstailicostituzionale di un
microrganismo verso un determinato antibiotico @& mipendere dal
meccanismo d’azione del farmaco, dal tipo di strettpossedute dal
microrganismo, dalla mancata penetrazione delbaotico nella cellula
batterica o dal mancato legame del farmaco caioilogersaglio. Questo
tipo di resistenza € riscontrabile nei diversi degipuna determinata

specie batterica, € caratterizzata dalla trasnmssioserticale e



rappresenta una proprieta fondamentale di quellecisp tale da
permetterne l'identificazione tassonomica (Robek896; Strommenger
et al, 2003). Esempi di resistenza intrinseca sono iquelkativi
dall'insensibilita dei batteri Gram-negativi neinfonti dei glicopeptidi
e degli enterobatteri per la penicillina.

La resistenza acquisita risulta della selezioneuda popolazione
batterica grazie alla pressione esercitata dakagmza dell’antibiotico.
Questo tipo di resistenza rappresenta una proprégtpo-specifica e puo
essere dovuta a mutazioni cromosomiche di geni afiecono da
bersaglio per gli agenti antimicrobici o alla preze di elementi genetici
mobili contenenti uno o piu geni di resistenzayfeg 1). | meccanismi
responsabili di tale fenomeno si possono distingymarcio, a seconda
dei casi, in cromosomiali ed extra-cromosomialio{&n, 2000). La
resistenza acquisita e contraddistinta, a diffaediz quella naturale,
dalla possibilita di essere trasmessa orizzontaknga batteri di specie
e generi diversi tra loro, attraverso diversi macai di scambio di

materiale genetico quali trasduzione, trasformaz®ioniugazione.
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Figura 1. Diffusione della resistenza acquisitarfele) basata su
mutazioni di geni cromosomiali.

Basi genetiche dell’antibiotico-resistenza

La pressione determinata da un esteso impiegohgenioantibiotici ha

consentito ai batteri di sviluppare diversi mecsani per evitare le

attivita inibitorie degli agenti antibatterici. Taheccanismi sono sempre
geneticamente trasmissibili e si distinguono in naweomiali ed

extracromosomiali (Projan, 2000).

Un meccanismo di tipo cromosomiale & rappreserdati® mutazioni

spontanee, che si realizzano tuttavia con una émzp estremamente
bassa, nellordine di 10 — 10" e non costituiscono, quindi, il
meccanismo di resistenza piu importante. Le muit@ztoomosomiali

portano a modificazioni del DNA del cromosoma hatte e possono
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determinare fenomeni di resistenza che, di salitgmardano un singolo
antibiotico. Esiste, tuttavia, la possibilita disistenze crociat¢cross-
resistancg nel caso in cui microrganismi resistenti ad untae
antibiotico risultino resistenti ad altri farmadiec condividono lo stesso
meccanismo d’azione: cio avviene principalmenteaasio di molecole
chimicamente affini o che hanno meccanismo d’'aziondi legame
simile (Alekshun e Levy, 2000). La trasmissione giesto tipo di
resistenza avviene di solito in occasione del mezedi divisione
cellulare e, in ogni caso, tra microrganismi apgaenti alla stessa specie
batterica.

| meccanismi di resistenza extracromosomiale sormteplici ed
avvengono con frequenza piu elevata rispetto alletamoni. |
determinanti genetici piu importanti e frequentil gmnto di vista
epidemiologico sono quelli localizzati su elemeggnetici mobili come
plasmidi, trasposoni e integroni (Roberts, 1996;rékenthin et al,
2001). Grazie a tali elementi mobili, la resisterxracromosomiale puo
essere trasferita non solo tra microrganismi detbgsa specie ma anche
tra batteri di specie diverse, soprattutto tra iar@megativi. |l
trasferimento della resistenza, inoltre, non rigaaun solo antibiotico,
come nel caso delle mutazioni, ma piu antibiotinildtaneamente per

cui si parla, in questo caso, di resistenze meltigl differenza della
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resistenza cromosomiale, il livello di quelle egtamosomiali é
piuttosto elevato sin dall'inizio per cui non € stgbile con un aumento

di dosaggio del farmaco (Bennett, 1995; Eewl, 2003).

Elementi coinvolti nel trasferimento dei geni di resistenza

La rapida diffusione dei geni di resistenza tratdvatdi uguale o
differente genere o specie e il risultato del #easiento orizzontale di
elementi genetici mobili che trasportano uno ogeai di resistenza. Tra
questi, i plasmidi, i trasposoni e gli integronioggno un ruolo
fondamentale. Questi elementi sono composti danoiacola di DNA a
doppia elica ma differiscono per dimensioni, stn#t e proprieta
biologiche.

| plasmidi sono molecole individuate in quasi tutti i geneatterici di
importanza medica, umana e veterinaria, ma anchebaiteri che
costituiscono la flora commensale della pelle éedmiperfici mucose sia
nel'uomo che nell'animale. Le loro dimensioni \aato da meno di 2
kbp a piu di 100 kbp e sono in grado di replicairsi maniera
indipendente dal DNA cromosomiale e di persisteadlancellula
batterica per numerose generazioni (Robiateil., 2006). Le proprieta

conferite dai geni plasmidici non sono essenzial f|a sopravvivenza
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dei batteri in condizioni fisiologiche, ma possor@ppresentare un
vantaggio sotto specifiche condizioni in quanto Joo® conferire al
germe la capacita di resistere ad agenti antimicrollisinfettanti,
cationi di metalli pesanti, anioni ecc. (Stanisit@98).

Alcuni plasmidi di grandi dimensioni possono trasae geni che i
rendono capaci di spostarsi da una cellula ospiteualtra. Tali
molecole, conosciute come “plasmidi di coniugaziprs®no costituiti
da DNA circolare a doppio filamento e posseggon@rhgrieta di un
piccolo cromosoma in quanto contengono l'informagigenetica che
controlla la loro replicazione, assicurando cosilandivisione cellulare
la segregazione di una copia in ciascuna cellgligafi Alcuni plasmidi
possono integrarsi nel cromosoma batterico nellsiddetta “forma
episomiale”. L'integrazione fa si che il plasmidenrsia piu in grado di
replicarsi in maniera autonoma bensi in sincrorda @ cromosoma
stesso. In ogni caso, un episoma puo separarscrdelosoma dopo
'avvenuta integrazione e ricominciare a replicagionomamente sotto
forma di plasmide. Inoltre, molti plasmidi possoessere trasmessi da
una cellula batterica ad un’altra durante il precesli coniugazione,
guindi possono far acquisire nuovi caratteri atdrad ricevente (figura

2), (Robicselet al.,2006).
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Figura 2. Plasmide di coniugazione.

Come abbiamo detto, i plasmidi possono fornireadidnio la capacita di
sintetizzare prodotti non essenziali per la crasduttavia, essi possono
veicolare informazioni che consentono alla celloddterica di produrre
tossine o appendici adesive (ad es. pili), esskenze i processi di
colonizzazione, di produrre i pili sessuali necasgar la coniugazione
batterica fattore B o di divenire resistente agli antibiotici. In
guest'ultimo caso si parla di plasmidi di resistgifattori R), elementi
facilmente trasmissibili attraverso il meccanisnalal coniugazione e
che possono trasportare uno o piu geni di resiatdnattori R, inoltre,
possono integrarsi con altri plasmidi e, in partenaoto, nel DNA
cromosomiale (Bennett, 1995; Fetyal, 2003).

Un altro tipo di elementi genetici mobili € rappeetato datrasposoni,
sequenze di DNA di dimensioni variabili da 500 ki@ 0.000 kbp in

grado di inserirsi in punti diversi del genoma beatio e di trasferire i
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geni di resistenza da un cromosoma ad un plasmigdeEeversa. A
differenza dei plasmidi, i trasposoni non hanndesns di replicazione
autonoma e devono integrarsi in vettori competecdime il DNA
cromosomiale o i plasmidi, al fine di mantenerddeo stabilita. Nei
batteri, i trasposoni sono stati evidenziati sid cremosoma, sia nei
fattori R e F (Alekshun e Levy, 2000). | traspos@aprattutto quelli di
maggiori dimensioni, possono trasportare uno o geni codificanti
importanti funzioni quali la resistenza ad antilwiogé metalli pesanti o la
produzione di esotossine. La scoperta della tra@pog nei batteri ha
contribuito a chiarire meglio i meccanismi alla ®adella rapida
diffusione dell’antibiotico-resistenza tra i battda mobilita di queste
porzioni geniche condiziona il loro facile inserime nelle regioni di
DNA che i batteri trasferiscono tra loro, medianteoti fenomeni di
coniugazione e traduzione (Bager e Helmuth, 2001).

Gli integroni sono elementi genetici a DNA formati da un sito di
ricombinazione, in cui possono essere inseritigiclementi mobili di
meno di 2 kbp definiti “cassette geniche” e dal egezhe codifica
'enzima integrasi, responsabile dell'inserziondo sspecifica della
cassetta genica stessa (Hernandezal, 2001). Le cassette geniche
contengono solitamente un unico gene che, nellayioagarte dei casi,

e un gene che conferisce resistenza antibattei@a. integroni
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differiscono dai plasmidi per la carenza dei sistéimeplicazione, e dai

trasposoni per la carenza dei sistemi di tragpoe (figura 3).
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Figura 3. Elementi di resistenza.

Meccanismi di trasferimento dei geni di resistenza

| plasmidi, i trasposoni e gli integroni vengonasimessi verticalmente
dopo la divisione della cellula batterica ma poss@anche essere
trasferiti orizzontalmente tra batteri della stesgmecie o di specie
differenti tramite meccanismi di coniugazione, sttazione,

trasformazione e trasposizione (figura 4)
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TRASDUZIONE TRASFORMAZIONE
CONIUGAZIONE

Figura 4. Acquisizione di geni di resistenza.

La coniugazioneconsiste nel trasferimento di un plasmide, defimit
coniugazione, da una cellula donatrice ad unaledlicevente; lo stretto
contatto tra le due cellule € uno dei principatida richiesti per una
coniugazione efficace. Il complesso dei geni ipmadotti rappresentano
I componenti dell'apparato di trasferimento vamadimensioni da 15
kbp nei batteri Gram-positivi a 30 kbp nei batt&ram-negativi
(Carattoli, 2001). Per le loro dimensioni, quinth)i complessi non
possono essere localizzati nei piccoli plasmidi relsistenza prima
descritti. La coniugazione e uno dei meccanismngypiali per la

diffusione dei geni di resistenza fra batteri de@p e generi differenti,



sia nelluomo che negli animali. | plasmidi di cogazione sono stati
identificati sia nei batteri Gram-positivi che ri&am-negativi.

La coniugazione € un evento abbastanza comune turanaon una
frequenza di 16, Perché una cellula batterica possa comportarsi da
donatrice, cioe da cellula maschile, deve possedereparticolare
elemento chiamato fattore F. Tali cellule sono igerchiamate F
mentre le cellule riceventi, prive del fattore Bne chiamate KClewell

e Flannagan, 1993; Weestal, 2006). Il fattore F e rappresentato da
una molecola circolare di DNA ed ha una struttunailsromosomica,
contiene cioe linformazione genetica sufficienteer pla propria
replicazione. Tale fattore pu0 anche avere una likzezione
cromosomica, puo cioé essere integrato nel cromaduwaierico nella
forma episomiale: in questo caso, durante la c@zioge si realizza,
insieme al trasferimento del fattore F, anche gudillparte del materiale
cromosomico, con elevata frequenza di ricombinazgenetica

Le cellule batteriche in cui il fattore F € integranel cromosoma sono
chiamate Hfr(High Frequency of Recombinatiorger la frequenza
elevata di ricombinazione (Salyeet al, 1999). La trasmissione del
fattore F da una cellula’Fad una cellula Fsi realizza grazie ad una
particolare struttura posseduta solo dalle celile chiamata pilo F. Si

tratta di un’appendice filamentosa costituita da diatene proteiche
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parallele (ogni cellula Fpossiede uno o due pili F) che funziona da
ponte tra due cellule coniuganti; il fattore F masi iniziare il proprio
trasferimento con la rottura della sua strutturecatare e la sua
trasformazione in una struttura lineare. Lo stegsocesso di
trasformazione, dalla forma circolare a quella dieg avviene nelle
cellule Hfr a carico del cromosoma. La coniugazioappresenta il
meccanismo con il quale piu frequentemente si zzatio scambi
genetici riguardanti la resistenza ai chemioanti&iio

La trasduzione € un meccanismo di trasferimento genetico comalle
un determinato carattere passa da un microrganahadtro veicolato
da un batteriofago, un virus in grado di infettatmtteri inserendovi il
proprio DNA (Telenti e Tenover, 2002). Nella nuosglula ospite, il
virus puo dirigere l'espressione dei propri gem, replicazione e
'impacchettamento del DNA fagico dentro nuove jaite virali che
vengono poi rilasciate dalla cellula battericasat#rso un ciclo litico. In
alcuni casi il DNA fagico puo integrarsi nel DNAotnosomico della
cellula ospite comerofagoe rimanere localizzato per lunghi periodi in
uno stato inattivo. Fattori esterni come le radiazultraviolette possono
attivare il profago e determinare I'inizio di unowo ciclo litico. | geni
di resistenza cromosomica che sono localizzatiigoamente ai siti di

integrazione del profago possono diventare partegdaoma fagico
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quando il profago viene escisso dal DNA cromosomit@uesto caso i
geni di resistenza possono diffondere con le paltidagiche ed essere
trasmessi ad una nuova cellula ospite (Schwarzas|G-Dancla, 2001).
La diffusione dei geni di resistenza attraverstvdaduzione e fortemente
influenzata da un limite dato dalla quantita delADNhpacchettato nel
fago e dalla necessita di specifici recettori paddorbimento del fago
stesso sulla superfice delle nuove cellule. Per stdifilococchi, ad
esempio, € stato osservato che 45 kbp e il limaéssimo di DNA che
puo essere trasdotto. Dal momento che soltanto elule ospiti
filogeneticamente vicine tra loro presentano gsst recettori di attacco
del fago, la trasduzione si osserva comunemerate biatteri della stessa
specie e raramente avviene tra batteri di genespexie differenti. |
batteriofagi di trasduzione sono stati identifigatuna grande varieta di
batteri (Kokjohn, 1989; Tenoveat al, 1995). Negli stafilococchi, dove
manca la capacita di coniugazione a causa delliassdel fattore F, i
plasmidi di resistenza possono essere trasmessi tiasduzione
(Normandet al, 2000).

La trasformazione & un meccanismo di trasferimento di DNA libero che
Si realizza attraverso l'assunzione, da parte diagillula competente, di
frammenti di DNA presenti nell'ambiente circostaet@rovenienti dalla

lisi di un altro batterio (Bennett, 1995; Feyal, 2003). Si tratta della
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principale via di introduzione dei plasmidi allerho di nuovi batteri
utilizzatain vitro, mentrein vivo ha un ruolo limitato in quanto il DNA
libero che origina da batteri lisati viene rapidameedegradato dalle
principali condizioni ambientali. Soltanto pochi tiesi come
Streptococcus pneumoniaddacillusspp. hanno una capacita naturale di
prelevare il DNA dall'ambiente circostante. Quefsnomeno comporta,
quindi, l'acquisizione di caratteri ereditari nuala parte di una cellula
batterica trattata con DNA estratto da una celdala diverso genotipo.
L'estrazione del DNA dal corpo batterico risultaglimmente, in
frammenti equivalenti a circa 1/100 del cromosoratdnico, quindi di
regola solo un gene del donatore pu0 venire assdatoricevente;
tuttavia, per caratteri strettamente vicini nellappa cromosomica e
possibile ottenere anche una doppia trasformazi{Quentiliani et al.,
1999). La frequenza della trasformazione battesprantanea e piuttosto
rara in natura e sembrano scarse le implicazioatighre di questo
processo di trasferimento genetico nella trasmssaella resistenza.

In tempi pit recenti & stato identificato un megsamm di scambio
genetico, definitotrasposizione attraverso il quale pudo avvenire |l
trasporto e la diffusione di geni di resistenzaudareplicone all’altro,
cioe tra singole unita in grado di replicarsi. Talistema coinvolge

elementi chiamati trasposoni, unita genetiche ma@mplici che
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possono trasportare resistenze multiple. | traspasono localizzati in
frammenti di DNA delimitati, alle estremita, da peolari sequenze di
inserzione che permettono l'inserimento del segmedit DNA in
corrispondenza di omologhe sequenze, localizzate repliconi
indipendenti e possono migrare da un plasmideltati'a da un plasmide

ad un cromosoma (Schwarz e Noble, 1999).

Aspetti biochimici dell’antibiotico-resistenza

Come risultato dell’acquisizione della resistenzaendjipica,
indipendentemente dalla natura del meccanismo '‘tiae determinata
(mutazione, ricombinazione ecc.), il microrganistheenuto resistente
esprime fenotipicamente uno o piu caratteri o pet@rmediante i quali
si realizza la resistenza stessa. Numerosi sofati, inbersagli struttural
e funzionali la cui modificazione determina [Iinsdrilita del
microrganismo all’azione del farmaco (Martin e MarL995; Lautzt
al., 2006). La resistenza di un microrganismo si pigbaurare con uno
dei seguenti meccanismi: 1) modificazione del sido attacco
dell’antibiotico su una struttura ‘bersaglio’ dedlallula; 2) produzione di

enzimi inattivanti gli antibiotici; 3) modificazian della permeabiita
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cellulare; 4) attivazione di una via metabolicaealttiva (figura 5)

1 Modificazione
permeabilita

(Projan, 2000).

Overproduzione
del target

Escrezione attiva

Inattivazione

Modificazioni del target

Figura 5. Meccanismi di antibiotico-resistenza éxatt.

Modificazione del sito di attacco dell’antibiotico

Ciascun antibiotico presenta un sito di attaccocifipe, definito
“recettore”, all’interno della cellula battericanal qualsiasi variazione a
livello di tale sito impedisce la fissazione delrnf@co rendendolo
inadatto a svolgere la propria azione. Un meccamigntale tipo sembra
essere responsabile della resistenza verso glbietnti [-lattamici
(penicilline e cefalosporine), le tetracicline, iulfsnamidi i

fluorochinoloni etc. (tabella 1) (Putmanal.,2000).
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Tabella 1 Esempi di antibiotico-resistenze causate dalla fizadione del sito bersaglio.

Localizzazion Batteri

Antibiotici Bersaglio Geni . )
e resistenti
Tetracicline ribosomi tet T,C Gram_,
Gram
Sulfonamidi diidrofolato sul P,C enterobatteri
sintasi
B-lattamici PBP mecA C Staphylococ
cusspp.
DNA girasi,
Fluorochinoloni DNA Gyr, c Grarﬁ_,
par Gram

topoisomerasi
T=trasposone, C=cromosoma, P=plasmide, I=integrBBP=Penicillin Binding
Protein

Produzione di enzimi inattivanti gli antibiotici

Tra i numerosi meccanismi attraverso i quali si postaurare una
resistenza, quello della produzione di enzimi iwatiti e il piu
importante in quanto pu0  coinvolgere  piu  antibiotic
contemporaneamente ed € una proprieta che puoeefssimente
trasmessa ad altri ceppi sensibili. Questi enzgrsano sulla molecola
dell’antibiotico modificandone la struttura; in i@ modo il farmaco
perde le sue caratteristiche antibatteriche.

Tra gli enzimi i piu importanti vi sono le fosfotrsferasi, le
acetiltransferasi e le adeniltransferasi, che agiscsugli antibiotici

aminoglicosidi, e Ig3-lattamasi (penicillinasi, cefalosporinasi ecc.ech
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JInattivano gli antibiotici a nuclep-lattamico (penicilline, cefalosporine)

(tabella 2) (Greenwood, 2000).

Tabella 2. Esempi di antibiotico-resistenze caudaténattivazione del farmaco.

Antibiotici Via enzimatica Geni Localizzazion Ba}tterl .
e resistenti
Gram,
tetracicline ossido-riduzione tet T Gram
E. coli,
N _ Mph (A- Shigellaspp.,
macrolidi fosfo-transferasi C) P, T,C Staphylococc
usspp.
. e Gran,
B-lattamici idrolitica bla P, T,C Grami
acetil-, adenil-, Grant
aminoglicosidi  fosfo-transferasi aac, aad P, T,C N
Gram
N
cloramfenicolo  acetil-transferasi cata, P, T,C Gram_,
catB Gram

T=trasposone, C=cromosoma, P=plasmide, I=integi®B&=Penicillin Binding
Protein

Alcuni di questi enzimi, le esp-attamasi, vengono escreti all'esterno
della cellula batterica, per lo piu solo in presendell’antibiotico
induttore, ed estrinsecano la loro attivita attraseun processo di
inattivazione extracellulare dell’antibiotico. Altenzimi, le endd3-
I'azione inattivante aldimio della cellula

lattamasi, manifestano

batterica.
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Modificazione della permeabilita cellulare

Per esercitare la propria azione, I'antibiotico el@oter penetrare nella
cellula batterica. Tale ingresso puo essere impedit mutazioni che
portano ad una modificazione della permeabilitdutzele, causando
quindi un’alterazione a livello dei recettori sufp&ali per gli antibiotici,
oppure a variazioni nel meccanismo di trasportovatar livello di
membrana (Eadgt al.,1993; Katayamat al, 2001). Cio puo realizzarsi
mediante riduzione del numero e delle dimensioncderali di flusso di
entrata e/o con I'incremento del pompaggio all’estedelle molecole di
antibiotico. | geni che codificano per proteineefflusso associate alla
membrana sono stati identificati in plasmidi, t@smi e a livello delle
cassette geniche. Questi sistemi di efflusso eimanun stretto range di
sostanze strutturalmente simili fra loro con uncpsso dipendente dal
consumo di energia, ad esempio attraverso enzimuthzzano 'ATP
come donatore di gruppi fosfato, e sono gli umagrado di determinare
elevati livelli di resistenza agli aminoglicosideirbatteri (Putmaet al.,
2000). Inoltre, vi € un ampio numero di traspomataulti-farmaco,
rilevati sia nei batteri Gram-positivi sia nei Gram@gativi, la maggior
parte dei quali € in grado di eliminare dalla dallbatterica composti
tossici strutturalmente eterogenei che comprendayio agenti

antimicrobici (tabella 3).
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Tabella 3. Esempi di antibiotico-resistenze caudatenodificazioni della permeabilita
della cellula batterica.

Antibiotici Meccanismo Geni Localizzazione Batteri
resistenti
tetracicline Efflusso tet pT c Cram,Gram
macrolidi Efflusso metA P,T,C Gram
cloramfenicolo, EflUSSO Bacillusspp..,
fluorochinoloni (multidrug) blt/norA C Staphylococc
J usspp.
cloramfenicolo, exA
fluorochinoloni, '
B-lattamici Efflusso mexB, c Pseudomonas
macrolidi, (multidrug)  acrA, acrB, spp.,E. coli
tetracicline oprM, tolC

T=trasposone, C=cromosoma, P=plasmide, I=integi®B@=Penicillin Binding Protein

Attivazione di una via metabolica alternativa

Ci sono chemioantibiotici che agiscono interferermm ['attivita di
alcuni enzimi batterici. Alcuni esempi sono rappreati dai sulfamidici
e dal trimethoprim. La resistenza genotipica veiao farmaci viene
acquisita dal microrganismo per mezzo di plasmapaci di codificare
la sintesi di enzimi con struttura diversa ma fong simile, per cui
I'attivita enzimatica non viene alterata dalla ereza di tali farmaci

(tabella 4), (Felmingham e Brown, 2001).
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Tabella 4. Esempi di antibiotico-resistenze caudatéinattivazione enzimatica.

Antibiotici Enzima Geni Localizzazione Ba}tterl :
resistenti
Macrolidi, Enterobatter,
Lncosamidi, Estarasi ereA, P Staphylococcus
Streptogramina ereB haemolycus
Streptogramina  Acetil-trasferasi vatA, P Grani, Gram
vatE
Lincosamidi Nucleotid- INnuA, P Gram', Gram
trasferasi, InuB

T=trasposone, C=cromosoma, P=plasmide, I=integi®B&=Penicillin Binding
Protein.

Le multiresistenze

Uno degli aspetti pit importanti nel’ambito delfarmacoresistenza
batterica & quello delle multiresistenze che possoandere un
microrganismo potenzialmente refrattario ad un menmeolto elevato di
chemioantibiotici e che possono essere trasmess@ aaicrorganismo
all’altro e da una specie batterica ad altra mediah trasporto di
materiale genetico extracromosomiale, i cosiddatiori R o plasmidi di
resistenza (Projan, 2000). | fattori R hanno in goencon i gia descritti
fattori F la capacita di replicarsi rapidamentei érasmettere il proprio
materiale ad altre cellule batteriche; inoltre, hanla proprieta di
conferire resistenza a numerosi antibiotici (tetlaee, cloramfenicolo,

aminoglicosidi, ecc.) e di trasmetterla ad altrdlute “contagiate”.
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Nell'ambito di un fattore R possiamo distinguereayvarte nota come
RTF (Resistance Transfer Factor), fattore trasimissio sessuale di
resistenza, in grado di trasferirsi anche da salarth cellula all’altra, ed
una parte definita R-determinant o fattore determinante la
multiresistenza specifica. Quest’ultimo e costduia una serie di geni
ciascuno dei quali in grado di conferire resisteadain antibiotico; fino
ad oggi sono stati riconosciuti geni capaci di meuresistenza a
penicilline, cefalosporine, aminoglicosidi, cloranicolo, tetracicline,
sulfamidici, trimetoprim e acido fusidico (David)@).

Lo studio della biologia dei fattori R ha permesBmsservare che, in
alcuni casi, la perdita dei fattori stessi pu0 annee per soppressione
spontanea, processo che si realizza con diverspdnga nei vari
microrganismi; esiste inoltre la possibilita di pooare artificialmente la
perdita del fattore R attraverso l'azione dei ragdfravioletti o di

sostanze come l'acridina (Greenwood, 2000).

Controllo dell’antibiotico-resistenza

| problemi associati all’'emergere della resisteagh antibiotici possono
essere affrontati in diversi modi (Humphrey, 20QM). primo approccio

si basa sulla continua introduzione sul mercatondovi farmaci
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antibiotici verso i quali non si € ancora svilugpegsistenza. Un secondo
modo di affrontare il problema & prevenire l'ingenza di malattie
infettive con la vaccinazione o trattandole comrsienti alternativi agli
antibiotici. 1l terzo approccio e controllare I'ergere e la diffusione
delle resistenze assicurando un uso piu prudentgi @mtibiotici
disponibili e metodi efficaci di controllo dellaasmissione di infezioni.

Cio dovrebbe comportare, soprattutto:

 |'attivazione di strategie per un uso piu raziendegli antibiotici
(programmi educativi, supporto organizzativo sattofa di linee guida,

politiche antibiotiche sia in ambito umano che viegio);

 l'attivazione di sistemi di monitoraggio dell’usdi antibiotici e di

sorveglianza della resistenza agli antibiotici attéri isolati negli esseri

umani e negli animali.

Metodi per valutare la suscettibilita batterica a@ntibiotici

L'uso dei farmaci antibatterici nel trattamento ldelinfezioni e
condizionato dal rapporto fra sensibilita del patog e la concentrazione

che il farmaco raggiunge nella sede d’infeziondefibaumet al., 1998).
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Per una corretta terapia antibatterica € necessarnoscere, oltre alla
specie batterica isolata, anche la sua sensikalifia antibiotici. Per
guesto motivo € importate, mediante I'esecuzionendantibiogramma,
valutarein vitro il profilo di suscettibilita agli antibiotici di m ceppo
batterico per avere dati utili per la scelta deliibiotico piu adeguato per
la terapia. L'importanza dell'antibiogramma derdga principio per cui
la sensibilita o la resistenza mostrate da un gereieconfronti di un
antibiotico in vitro prefigurano [l'efficacia 0 meno della terapia
antibioticain vivo (Gattringeret al.,2002).

Da un punto di vista strettamente biologico, i te@inresistente e
sensibile possono essere usati per esprimere kEcitam meno di un
microrganismo di moltiplicarsi in presenza di ursiadconcentrazione di
antibiotico. Nelllambito della stessa popolazionattérica, tuttavia,
alcuni batteri possono risultare resistenti alllaotico, mentre altri
risultano sensibili alla stessa concentrazione.ddppo batterico puod
pertanto essere definito sensibile ad un antilmosie la maggior parte
della popolazione batterica € inibita da tale catrezione (Felmingham
e Brown, 2001).

Da un punto di vista clinico, un microrganismo pegsere considerato
sensibile ad un antibiotico se le indagini condott®itro suggeriscono

che un paziente infettato da quel microrganismoléhaapacita di
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rispondere in maniera favorevole a concentrazigmpr@priate del
farmaco.

Nella pratica, il grado di sensibilita di un germei confronti di un
antibiotico viene spesso definito quantitativamente termini di
Concentrazione Minima Inibente(MIC) ovvero la piu bassa
concentrazione di antibiotico, in uangedi diluizioni, che permette la
completa inibizione della crescita batterica (Greeod, 2000;
Gattringer et al, 2002). Generalmente, gli antibiotici inibiscona |
replicazione batterica per un tempo abbastanzaolengi da permettere
all’ospite di rimuovere il microrganismo infettardalla sede d’infezione
mediante i meccanismi naturali di difesa. Nel dasoui tali meccanismi
siano compromessi 0 non funzionino in maniera @t@&nad esempio in
soggetti immunodepressi, I'infezione potrebbe nesees influenzata
dalla terapia o rispondere temporaneamente ma paore dopo la sua
sospensione. Se i meccanismi cellulari o umorali ddesa sono
compromessi, infatti, anche infezioni sostenutegeilami sensibili ad un
antibiotico non rispondono in maniera efficacerattamento. In questi
casi e piu opportuno valutare {2oncentrazione Minima Battericida
(MBC) ovvero la piu bassa concentrazione di antibooin grado di

uccidere il 99,9% della popolazione batterica adezj quindi di sopperire
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alle funzioni normalmente svolte dai meccanismilitesa dell’ospite, in
particolare dal sistema immunitario (Gattringeal, 2002).

Per una corretta valutazione della sensibilita Wi antibiotico, oltre

allesecuzione dellantibiogramma €& necessario ¢@een in

considerazione diversi fattori: 1) lo stato fisitgagico del paziente
(stato immunitario, sede e tipo di infezione); & taratteristiche
farmacocinetiche e farmacodinamiche dell'antibot{tossicita, legame
con le proteine, assorbimento, eliminazione, e®&).Ja concentrazione
raggiunta dal farmaco nella sede d’infezione; 4hddura e la gravita
dell’infezione. Questi ed altri fattori non possomesere valutati con
'antibiogramma ma devono essere presi in consa@na al momento
della interpretazione dei risultati per la scelédlalterapia farmacologia

piu appropriata.

Il metodo ideale per I'esecuzione di un antibiogreandovrebbe avere

alcuni requisiti:

essere applicabile a tutti i batteri e a tuttiagitibiotici;
essere di facile esecuzione;
consentire la lettura dei risultati in tempi brevi;

essere standardizzabile e riproducibile;

a b~ W N -

permette il rilevamento di eventuali batteri contaati o di colture

miste;
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6 fornire un risultato quantitativo (MIC e MBC);
7 indicare se l'azione del farmaco e di tipo battstatico o

battericida.

Nessuno dei metodi attualmente disponibili € irdgrdi soddisfare tutti
questi requisiti e ogni tecnica presenta vantagdimii. Quelli piu

largamente utilizzati sono il metodo delle dilumicee il metodo della
diffusione, entrambi condotti rispettando critertarglard definiti

(Felmingham e Brown, 2001).

Metodo delle diluizioni

Questa tecnica puO essere eseguita sia in teriguidil (brodo-
diluizione) sia in terreni solidi (agar-diluizionéllella brodo-diluizione
(figura 6) vengono eseguite diluizioni scalari @eltibiotico in esame in
una batteria di brodocolture inoculate con una gtzarstandard di
sospensione batterica. Dopo incubazione delle loatoe a 37°C per
16-18 ore, la lettura dei risultati viene effettuasservando la presenza
o meno di intorbidimento, indice di replicaziondtbaca. La MIC viene
definita come la piu bassa concentrazione di aitdm che determina
I'inibizione della crescita batterica, valutata @rassenza visibile di

torbidita (De Oliveiraet al., 2000). Con questa tecnica, inoltre, e
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possibile determinare la MCB, allestendo subcolsuéderreni solidi a
partire dalle brodocolture prive di crescita batter In questo caso la
MBC e data dalla piu bassa concentrazione di amiidoi che ha
determinato la morte dei microrganismi in brodoe@f testimoniata
dalla mancanza di sviluppo di colonie batterichdaneorrispondente

subcultura (figura 6).

i
CRESUITA BATTERICA

o P -
</ MESSUNA CRESCITA |MBC

Figura 6. Valutazione di MIC e MBC con la tecniald diluizioni.

Il metodo dell’agar-diluizione si esegue piastranda quantita standard
di batteri su terreni agarizzati contenenti con@ibni scalari

dell’antibiotico in esame e verificando lo svilupdocolonie batteriche
dopo 16-20 ore d’'incubazione a 37°C (Katayatal, 2000). In questo

caso la MIC viene definita come la piu bassa coimaeimne di

35



antibiotico in grado di inibire la replicazione d88% delle cellule
batteriche piastrate e valutate come numero di @Bhita Formanti
Colonia), determinando di fatto I'assenza di ccadomiatteriche sulla

piastra.

Metodo della diffusione

Questo metodo si basa sul principio per cui unbastico diffonde
modo tridimensionale sulla superficie di un terrsetido seminato n
un ceppo batterico creando una zona di agar im@uisi avra svilL o
batterico ma un’area di inibizione. In tale aremtibiotico raggiung in
gradiente di concentrazione superiore o uguale MI&, sufficie
quindi ad inibire la replicazione batterica (Aaraptet al., 2000).
formazione dell’area di inibizione e, pertantorikultante di due eventi
dinamici contemporanei: da una parte la diffusiaral’antibiotico
nellagar e dall’'altra la crescita batterica. Insbaalla grandezza del
diametro dell’alone di inibizione un ceppo batterigiene definito,
rispetto ad un antibiotico, sensibile, moderatamentensibile
(intermedio), o resistente. Nel metodo della diffug, I'antibiotico puo
essere posto in pozzetti scavati nello spessolaghel o, nella maggior
parte dei casi, essere applicato sulla superfi@d’adar mediante

dischetti di carta da filtro imbevuti con l'antibico (Brosnikoffet al.,
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2002).E’ importante tener presente che l'esito wst € fortemente

influenzato da diversi fattori tra i quali:

e densita dell'innocuo; se I'inoculo batterico € fpopscarso occorrera
piu tempo al ceppo batterico per raggiungere uglltvcritico per
I'azione dell'antibiotico, determinando un alone idibizione troppo
ampio. Un inoculo iniziale troppo denso determinedacontrario, un
alone di inibizione troppo piccolo. Per tali motiwceppi batterici
sensibili possono non produrre alcun alone di andlmie con inoculi
particolarmente densi, mentre ceppi relativameststenti possono
determinare un alone di inibizione in presenzadculi scarsi.

e composizione e spessore del terreno; il terreno ipflaenzare la
grandezza del diametro dell’alone di inibizione g&x azione diretta
sull’attivita  dell’'antibiotico, ostacolandone o faendone Ia
diffusibilita, sia influenzando la crescita del muganismo in esame.
Un elevato contenuto di timidina del terreno, aéngsio, inibisce
I'azione dei sulfamidici mentre un’alta concentcam di C&" e Mdf*

inibisce I'attivita di tetracicline e aminoglicosid

Per ottenere risultati attendibili con il metodolld@ediffusione e

necessario attenersi scrupolosamente alle metodiemelardizzate piu
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usate come la tecnica irby-Bauerche prevede I'impiego di uno o piu
dischetti di antibiotico sulla superficie di unremo agarizzato sul quale
e stato seminato il microrganismo da studiareuffig7) (Aarestrupet
al., 2000). Dopo aver preparato una brodocoltura cohgan esame ed
averla posta in incubazione a 37°C per circa 18 loreculo batterico
viene standardizzato a 0.5 MacFarland (circibifteri/ml) e seminato
sulla superficie di una piastra di Mueller Hintorgak in maniera
uniforme (NCCLS, 2004). Entro 15 minuti da tale @zéone, sul
terreno vengono applicati i dischi di antibioticeedmnte pinze sterili,
assicurandosi che ci sia perfetta aderenza trasdode la superficie

dell’agar.

Figura 7. Metodo della diffusione su terreno aayaio.
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| dischetti devono avere una distanza dai margalladpiastra non
inferiore a 25 mm e fra di loro non inferiore a @¥m, in modo da
consentire la lettura ottimale degli aloni di imioine. Dopo incubazione
delle piastre a 37°C per 16-18 ore si procede aomikurazione del
diametro delle zone di inibizione e con l'intergabne dei risultati in
base ad uno schema di lettura.

Dal confronto dei diametri misurati con i valorerderimento presenti
negli schemi interpretativi, il microrganismo pudssere definito
sensibile, moderatamente sensibile (intermedi@sstente nei confronti
di un dato antibiotico (NCCLS 2004).

Rispetto alla tecnica delle diluizioni il metodolldediffusione offre il
vantaggio della semplicita di esecuzione ed e ptrtajuello piu
utilizzato nella routine di laboratorio. La prinale limitazione e
rappresentata dal fatto che tale metodica non doenidirettamente
risultati quantitativi e non consente di valutanetfamente la MIC e la
MBC di un farmaco. In generale, pero, le informakigualitative fornite
da questo tipo di tecnica sono adeguate per urapiderguidata
dell'infezione ed e sufficiente sapere se il migerismo in esame e
sensibile, moderatamente sensibile (intermediogsistente (Phillips e
Williams, 1998). Cio che viene determinato, infatthn e la misurazione

diretta della MIC ma una sua stima semiquantitatieia da due
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concentrazioni di antibiotico, definitereakpoint che consentono di
individuare le tre categorie sopracitate. La scelka due breakpoint
viene stabilita da comitati internazionali come CQLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standard) o il &&M (Comité de
I’Antibiogramme, Société Francaise de Microbiolggmulla base di
criteri batteriologici, farmacocinetici e clinicggiornati di anno in anno

(tabella 5).

Tabella 5. Esempi di breakpoint e criteri interptei secondo il CA-SFM.

Breakpoint

Concentrazione Breakpoint diametri

Antibiotico (nQ) MIC (pg/mL) (mm)

S R S R

Penicillina G 6(10Ul) <0,25 >16 >29 <8
Ampicillina 10 <4 >16 >19 <14
Amoxicllina 25 <4 >16 2>21 <14
Amoxicillina/Ac. Clav. 20/10 <4 >16 >21 <14
Cefalotina 30 <8 >32 218 <12
Cefoperazone 30 <4 >32 221 <14
Amikacina 30 <8 >16 >17 <15
Spectinomicina 100 <64 >64 >20 <20
Tetraciclina 30 UI <4 >8 >19 <17
Eritromicina 15 Ul <1 >4 >22 <17
Nitrofurantoina 300 <32 >128 >17 <14
Norfloxacina 5 <0,5 >1 225 <22
Ciprofloxacina 5 <0,5 >1 >25 <22
Acido fusidico 10 <2 >16 >22 <15
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La definizione proposta dal’NCCLS per le tre categ considerate € la
seguente:

- Sensibile l'infezione causata dal ceppo batterico isolai, cui
importanza viene valutata sia dal clinico che datrabiologo, puo
essere trattata con ['antibiotico in esame al dg®agusuale
raccomandato.

- Intermedio: I'infezione pud essere trattata con I'antibioticoesame
ma ad un dosaggio piu alto di quello usuale. Ci@lita che tale
antibiotico venga usato in distretti anatomici ini & in grado di
raggiungere concentrazioni particolarmente elevatesolo se tale
dosaggio non raggiunge livelli tossici.

- Resistente i ceppi resistenti sono quelli non inibiti dalle
concentrazioni sistemiche dell’antibiotico, né aisdggi normali né a
dosaggi piu elevati, per cui l'infezione non pucsesse trattata con
I'antibiotico in esame.

Per stabilire i breakpoint vengono saggiati cemdirti ceppi batterici di
una determinata specie con il metodo delle dilmziom modo da
calcolare la MIC 90 (la minima concentrazione dehfaco che inibisce
la crescita del 90% dei ceppi), corrispondenteraehkpoint piu alto, e la

MIC 60 (la minima concentrazione del farmaco chibiste la crescita
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del 60% dei ceppi) corrispondente al breakpoini k@sso (Devrieset
al., 1997; Rich, 2005).

Un ceppo batterico pud cosi essere classificatoeceensibile nei
confronti di un antibiotico solo se la MIC determaia risulta uguale o
inferiore al breakpoint piu basso. Se il ceppodratd in esame risulta
inibito solo dal breakpoint piu alto 0 da concentrai superiori viene
definito resistente mentre se e inibito da coneanni comprese tra i
due breakpoint viene definito intermedio (NCCLS02) Per mezzo di
curve di regressione € possibile mettere in retezio valori dei
breakpoint ottenuti attraverso il metodo delle idilbni con i diametri
degli aloni ottenuti, per gli stessi ceppi, conmiétodo della diffusione.
Consultando gli schemi interpretativi disponibili quindi possibile
risalire all’eventuale sensibilita o resistenza getme isolato verso un
antibiotico sulla base dellampiezza del diameti®vato con la tecnica
della diffusione.

Dal momento che il numero di agenti antimicrobiciire continua
crescita, € necessario che gli antibiotici da saggnella routine vengano
selezionati in base alle varie situazioni operatiZeopportuno, infatti,
disporre di antibiotici che risultino potenzialmergttivi nei confronti di
batteri Gram-negativi e Gram-positivi, di patogdfsolamento urinario

e dei batteri appartenenti del gen®seudomonasnoltre, poiché gli
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antibiotici che vengono eliminati ancora attivi pefia renale
raggiungono a livello urinario concentrazioni super a quelle
ematiche, é consigliabile impiegare dischetti acenmtrazione antibiotica
piu elevata per i batteri uropatogeni (Lilenbaweh al., 1998). In
mancanza di dischi ad alta concentrazione €& oppormodificare |
criteri di lettura dei dischetti a concentrazion®rmale, la cui
standardizzazione viene fatta in rapporto alle eatrazioni ematiche

raggiunte dal farmaco (Devrieseal.,1997; Rosatet al, 2003).

Sistemi automatizzati

Negli ultimi anni c’é stata una sempre maggior wfbne di sistemi
automatizzati o semi-automatizzati per I'esecuzideantibiogramma.
A causa della variabilita dei risultati ottenutince metodi manuali
tradizionali, soprattutto con il metodo della ddfone, a partire dagli
anni sessanta e diventata sempre piu evidentgdiemsa di operare in
condizioni standardizzate e di definire megliomiti di prestazione dei
terreni di crescita e delle condizioni di incubam®pdelle concentrazioni
degli inoculi batterici e di quelle degli antibiatipresenti nei dischetti
usati per i test di diffusione, delle concentrakidn breakpoint e dei
parametri per i controlli di qualita (FelminghanBeown, 2001). Con gl

anni c’'é stato, quindi, un crescente interessd'pss di strumentazioni
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in grado di leggere automaticamente i risultatilidagtibiogrammi, sia
per le prove di diffusione su piastra sia per leedrinazione delle MIC
nelle prove di diluizione. Cio ha portato allo syipo di tecnologie
sempre piu sofisticate in grado di automatizzasmgoli passaggi, dalla
preparazione degli inoculi batterici all’allestinterdei pannelli fino alla
lettura e all'interpretazione dei risultati. Trasistemi automatizzati
attualmente piu impiegati vi sonoMicroScan WalkAway Systdiade
MicroScan®), il Vitek (bioMerieux®) e ilminiAPI (bioMeieux®). Tali
sistemi offrono una maggior riproducibilita risgettlle tecniche manuali
tradizionali e presentano vantaggi soprattuttoeirmini di praticita di
esecuzione, quindi di risparmio di tempo all'interdella routine di
laboratorio. Alcuni, inoltre, possono essere irgecfati con i sistemi
LIMS (Laboratory Information Management System) bdnno la
possibilita di fornire risultati nella stessa giata in cui le analisi
vengono effettuate. | pannelli di antibiotici w#iati dai sistemi
automatizzati includono un numero elevato di mdkece tendono
generalmente a coprire le esigenze della maggrbe pai laboratori; cio
nonostante, la flessibilita di tali pannelli &€ abtamza limitata e spesso
non consente di aggiungere antibiotici diversi deellq gia presenti

(Felmingham e Brown, 2001).
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LA PIODERMITE CANINA

Col termine piodermite si indica una patologia oeta a carattere
infammatorio molto diffusa nel cane, caratterizzata un’espressione
clinica variabile a seconda che siano interessgtidermide, il derma o
lipoderma. Tale patologia €& spesso limitata aglrats cutanei
superficiali ed e caratterizzata dalla formazion@apule e pustole con
arrossamento e presenza di essudato inflammatbrialcuni casi,
spesso in presenza di immunodepressione, l'infezmro estendersi al
derma e all'ipoderma e dare origine ad ascesspldise ulcerazioni

sanguinolente

Eziologia

Nonostante le piodermiti siano infezioni comuni cahe, i fattori che ne
determinano l'insorgenza sono a tutt'oggi molto adibti e in parte
oscuri. Si pensa che a favorire la proliferazion g@enetrazione dei
batteri sia il pH cutaneo elevato (7,5) e l'assemizaun’adeguata
funzione barriera, data dalla presenza di unocstratneo sottile e dalla
mancata occlusione degli osti follicolari da padied film idrolipidico.
Inoltre la presenza di malattie inflammatorie ssthati, specie quelle

allergiche, predispongono all'infezione. Le piodérmavvengono
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quando si hanno alterazioni dell'ecosistema di dHige, perdita
dell'integrita cutanea (es. a causa di ferite pamtt o di malattie
pruriginose) oppure piu raramentdeficit immunitari dell'ospite
(Fabbrini, 2005).

L’ecosistema cutaneo € rappresentato da un miclneame superficiale
caratterizzato da diversi componenti fisici, chingcbiologici in stretta
relazione ed equilibrio fra di loro. In condiziordi normalita,
I'interazione fra l'ospite e la microflora di sufiere, costituita da
batteri, lieviti e acari (esDemodex) € stabile, e serve a prevenire la

colonizzazione della cute da parte di altri micesmgmi patogeni.

| microrganismi che vengono isolati dalla cute dsne sono

comunemente suddivisi in tre cateqorie:

1. batteri residentiripetutamente isolati da cute e mantello, ditsol

vivono in simbiosi con l'ospite senza causare uraattia clinica.
Comprendono stafilococchi coagulasi-negatif. (epidermidis S.
capitis S. warneri etc.) e coagulasi-positivi S( intermedius
Micrococcus spp., streptococchoi-emolitici e Acinetobacter spp
(Franket al.,2003);

2. batteri transitorisolitamente non colonizzano la cute e il mantdéb

cane anche se, occasionalmente, possono divensdogepi per

invasione secondaria. Comprendortescherichia coli Proteus
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mirabilis, Pseudomonas aerugingsa Corynebacteriumspp. e
Bacillus Spp. (Franlet al.,2003);

3. batteri patogenisono microrganismi in grado di invadere i tessuti

dare origine ad una patologia e comprendono staftichi coagulasi-
positivi comeS. intermediusS. aureuse S. schleifeni (Franket al.,

2003).

Nel cane le piodermiti sono generalmente sostedatstafilococchi, in
particolare daStaphylococcus intermediusnentre piu raramente, in
corso di piodermiti profonde, si possono isolareh&nbastoncelli gram
negativi d'origine fecale com@seudomonaspp., Proteusspp. edE.
coli. Recentemente, inoltre, sono state descritte iorieza carico
soprattutto dell'orecchio esterno, sostenut&tigphylococcus schleiferi
specie che condivide corS. intermedius molte caratteristiche
biochimiche, tra cui la produzione di coagulasi q¥d et al, 2004;

Yamashiteet al, 2005).
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Caratteristiche generali degli stafilococchi

Il genere Staphylococcus appartiene alla famiglia delle
Staphylococcaceae comprende circa 40 specie batteriche, moltes dell
guali commensali della cute e delle superfici mecdsl’'uomo ed altri
mammiferi (Nagaset al, 2002; Euzeby, 2004) . Gli stafilococchi sono
batteri Gram-positivi, anaerobi facoltativi, immbpasporigeni, catalasi
positivi, di forma coccacea del diametro di 0,5-thigron le cui cellule

Si possono ritrovare aggregate in ammassi “a gtapgtura 8).
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Figura 8. Stafilococchi osservati in un campione
ematico (colorazione di Gram).

Crescono facilmente sui comuni terreni di colturbage di peptoni ed

estratto di carne, piu velocemente in aerobiosi ameatmosfera

contenente il 10% di C{Qad una temperatura compresa tra 18 e 40°C
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con un optimum di 37°C. Inoltre, la maggior paregkl stafilococchi
puo crescere a valori dHpcompresi tra 4,5 e 9,3, con un optimum tra
7,0 e 7,5 (Laurenti, 2003). Molti ceppi si sviluppan terreni contenenti
un’elevata concentrazione di NaCl (10-15%), caristiea utilizzata nei
terreni selettivi per lisolamento degli stafiloabt in quanto tale
concentrazione inibisce lo sviluppo della maggiart@ delle altre specie
batteriche.

Su terreni solidi quali 'Agar Sangue, dopo 24 drencubazione a 37°C,
si osservano colonie rotonde, convesse, lisce, agemcon margine
interno e diametro di 1-3 mm che pu0 arrivare #né mm dopo 48-72
ore (figure 9 e 10). Fanno eccezione alcuni ceppbtdphylococcus
epidermidise le cosiddette ‘colonie nane’ @. aureusche formano
colonie piccole, a punta di spillo, molto simili quelle degli
streptococchi (Cirillcet al, 2003). Gli stafilococchi sono microrganismi
molto resistenti, nei materiali purulenti rimangowitali per due o tre
mesi mentre nelle colture in provette chiuse coraffiaa possono

sopravvivere anche per alcuni mesi (Sinsval, 2005).
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Figura 9. Colonie @. intermediusu piastra di Agar Sangue.

Figura 10. Colonie db. aureusu piastra di Agar Sangue.
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Per quanto riguarda la resistenza al calore, lagioagarte dei ceppi e
termostabile e i piu resistenti vengono inattiveaty0°C in 15 minuti.
Tutti sono sensibili ai comuni disinfettanti (conggiofenolici, iodofori,
cloro e derivati dell'ipoclorito di sodio, ammonguiaternario), tranne nei
casi in cui sono protetti da sostanze organicheecpus, muco, siero e
latte (Van Leeuwenet al, 2005). Gli stafilococchi, inoltre, sono
resistenti al lisozima e sensibili alla lisostafinmeno suscettibili
all’azione di quest’ultima sono i ceppi che preaant a livello della
parete batterica, una maggior quantita di L-sedriaalanina al posto
della glicina (Boaget al, 2004).

Gli stafilococchi sono microrganismi molto diffusi natura: si trovano
nel suolo, nellacqua, nell’aria, nei reflui di gime umana ed animale e
Su una grande varieta di oggetti inanimati. Esgiltie, fanno parte della
flora commensale delluomo e di molti altri mammifdocalizzandosi
sulla cute, sulle mucose delle prime vie respirajorel tratto intestinale
e nel tratto urogenitale inferiore. Alcuni stafitmchi, in particolare le
specie che producono la coagulasi coSweaureus S. hyicuse S.
intermedius risultano molto spesso patogeni per 'uomo a akimmali.
Nella pratica veterinaria, gli stafilococchi vengorirequentemente
isolati dagli animali domestici, soprattutto cargati, nei quali possono

causare un'ampia varieta di infezioni e malattiel. ¢éhne S. intermedius
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rappresenta una delle principali specie coagulesitpe ed e
normalmente presente come commensale, oltre claitsue pelo, su
quasi tutte le superfici mucose (nasale, buccal@eagenitale) (Jonex
al., 2000). Soprattutto in presenza di fattori predmgnti quali scarsa
igiene, processi allergici cutanei, patologie emoh@c e disordini
immunitari, S. intermediug responsabile di processi infettivi purulenti a
carico di congiuntiva, orecchio esterno, apparatogenitale, ossa e
articolazioni ed e la causa piu comune di piodermit

Uno studio effettuato in Inghilterra sulla divessie stabilita della
popolazione diS.intermediusu 3 cagne e loro cuccioli ha dimostrato
che la flora diS.intermediusu ogni cagna era costituita principalmente
da uno o due cloni dominanti e persistenti chewaaro trasferiti dalla
madre ai cuccioli subito dopo il parto. Un altraidib effettuato nello
stesso ambito ha dimostrato la colonizzazione delleose (soprattutto
nasale e buccale) e della cute di cuccioli neanatB ore dopo la nascita

(Saijonmaa-Koulumiest al, 2002).

Classificazione delle piodermiti

Le piodermiti possono essere classificate, sulke ldella profondita e

della struttura cutanea coinvolta, in tre categonmodermiti di
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superficie, piodermiti superficiali e piodermitigijonde. Questo sistema
di classificazione e utile dal punto di vista atimiperché piu il livello di
infezione e profondo piu & probabile che sianogeause sottostanti,
e piu aggressivo deve essere il clinico, sia datgdi vista clinico che

terapeutico (Lloycet al, 2000).

Piodermiti di superficie- L'infezione resta confinata allo strato corneo.

Si tratta di forme in cui il mutamento delle condiz a livello della
superficie cutanea determina un degrado della dmezidi barriera
superficiale e promuove la proliferazione batteriesistono diversi tipi

di piodermiti di superficie:

1. Dermatite piotraumatica (dermatite umida acutajagésata da un
danno autoinflitto (es. morsicatura) ed e carateta dalla
comparsa di ampie aree eritematose, essudatialeregtiai bordi
ben definiti in prossimita della sede del pruritded dolore (Scott

et al, 2001).

2. Intertrigine (piodermite delle pieghe cutanee): szda dal
continuo sfregamento nelle zone del corpo con $wpeutanee

strettamente vicine. Gli stafilococchi patogeni demo a
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predominare, ma possono essere coinvolti ancherb&tram-
negativi e, comunement®alassezia pachydermat{Scottet al,

2001).

3. Piodermite mucocutanea: si osserva principalmenitecbo delle
labbra e della cute periorale. L'iniziale eritenadbible € seguito
dalla formazione di croste che possono dar luofgssurazioni ed
erosioni. Lesioni simili si possono ritrovare aelio di palpebre,

narici, vulva, prepuzio e ano (Lloyd, 2000).

Piodermiti superficiali— L'infezione resta confinata all’epidermide o al

lume dei follicoli piliferi e non si ha distruziorgella membrana basale.

Si distinguono:

1. Impetigine: si tratta di una forma non contagiospesso
asintomatica, transitoria e auto risolutiva anobhg@go comunque
richniedere una terapia minima con soluzioni artices.
L'impetigine € caratterizzata dalla presenza dcgie pustole non
follicolari, primariamente in aree glabre ventraliali addome e

inguine (Lloyd, 2000).
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2. Follicolite batterica superficiale: rappresenta farma di
piodermite piu riscontrata a qualsiasi eta ed &ptiio, secondaria
ad altre dermatosi concomitanti. La follicolite qmeme quando la
proliferazione batterica nei follicoli piliferi pta alla formazione
di pustole all'interno dei follicoli stessi e da&pidermide

follicolare (Scottet al, 2001).

3. Pioderma superficiale diffondente suferficial spreading
pyoderm& di comune riscontro nel cane, € caratterizzeda d
macule eritematose multiple che si allargano inigrarcentrifuga
e creano delle espansioni anulari con bordi desgtiaen ben

delimitati (Harveyet al, 2000).

Piodermiti profonde- Le forme profonde di piodermite sono infezioni

piuttosto gravi che interessano tessuti piu profdedifollicolo pilifero. |

microrganismi infettanti sono in grado non solonmyiadere I'epidermide
ma anche il derma e, in alcuni casi, il tessutdosataneo. In genere,
gueste malattie sono una conseguenza dell’'estensieita piodermite
superficiale ma possono anche essere associatédradatiezioni che
causano un danno cutaneo o deprimono l'immunitdsém causare

segni sistemici di malattia e spesso guarisconocaatirizzazione (Scott
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et al, 2001). L'infezione che consegue a ferite penétraepressione
del sistema immunitario, traumi o grave danno d¢olkre, si diffonde al
derma (follicolite profonda e foruncolosi) e albigerma (cellulite)
propagandosi dalla membrana basale epidermica foldeblo distrutto.

Nella maggior parte dei casi sono coinvolti framtnenpeli o cheratina
follicolare che agiscono da corpi estranei promnoeel'infezione ed
inibendo l'attivita antimicrobica da parte delldlagke ospiti. Anche altri
agenti possono determinare questo effetto. La guesea € la

formazione di un granuloma (Lloyd, 2000). Si digtiono:

1. Follicolite/foruncolosi del dorso del naso: la causon é
conosciuta e I'esordio € rapido con formazione apude/pustole
sul dorso del naso che, a seguito dell’autotraismet] si
espandono diventando papulo-ulcerative-crostoseoaulari a

interessare anche le aree limitrofe (Seottl, 2001).

2. Follicolite/foruncolosi del mento (acne canina): teatta di un
disordine inflammatorio cronico di mento e labbeaatterizzato
da follicolite profonda e foruncolosi. Il coinvotgento batterico &

secondario, anche se la causa non e chiara, pholeaibé un
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trauma locale e una possibile predisposizione genéEcottet

al., 2001).

. Follicolite/foruncolosi podale (piodermite interdae): colpisce
le dita e gli spazi interdigitali di uno o piu pietla causa & spesso
sconosciuta e la patologia € complessa e caratiasizda vari
fattori predisponenti. L'infezione batterica e seempecondaria ed
I microrganismi chiamati in causa, oltre agli dtafocchi e ad
alcuni Gram-negativi fecali, comprendono batteresanti nel
terreno quali micobatteriActynomicesspp., Nocardia spp. ecc.

(Scottet al, 2001).

. Pioderma dei calli e dei punti di pressione: qugstologia si
sviluppa a livello delle callosita delle prominenzesee o di altri
punti di pressione come sequela di ripetuti tra(idarveyet al,

2000).

. Follicolite e foruncolosi batterica profonda: € imfézione
follicolare che porta alla rottura del follicololipero e quindi
foruncolosi e cellulite. | batteri presenti, olteeS.intermedius
possono comprenderroteusspp., Pseudomonaspp., eE. coli

(Scottet al, 2001).
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6. Piodermite profonda del Pastore Tedesco (follieftruncolosi e
cellulite): i soggetti colpiti presentano infeziarutanee profonde
che si risolvono lentamente e ricorrono frequentgmeSpesso
non c’é una causa ben definita anche se é statastitaia una
predisposizione genetica familiare, probabilmente cdrattere
autosomico recessivo. Lavori recenti hanno dimosieapresenza
di immunodeficienza in tutti i cani studiati, comnaento dei
linfociti CD8+ e diminuzione di CD4+ e CD21+ (Scat al,

2001).

Trattamento delle piodermiti

La piodermite del cane non € una malattia primagiandi € sempre
importante identificare i fattori sottostanti. Spesi tratta di allergie, ma
possono anche intervenire endocrinopatie, immuncdate,
infestazioni ectoparassitarie, displasia follicelae predisposizione di
razza. La stragrande maggioranza delle pioderndttelbiche che si
verificano per la prima volta sono causate &iaphylococcus
intermedius nonostante in alcuni casi sia stato dimostratoudlo
eziologico di S. schleiferi e spesso richiedono terapie antibiotiche

prolungate o ripetute nel tempo (Fragikkal, 2003; Guardabasst al,
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2004; Mayet al, 2005). A causa dell'esteso e prolungato impiego d
antibiotici nella terapia della piodermite, neglitimi anni e stato
riscontrato un progressivo aumento di fenomeniadinbcoresistenza in
S. intermedius

Farmaci che in passato sono stati abbondantemepiegati, come le
penicilline, 1 macrolidi e i lincosamidi, mostranattualmente
un’efficacia notevolmente ridotta per la presenzaeppi resistenti. La
resistenza gs-lattamici, in particolare alle penicilline, € moifrequente
negli stafilococchi (piu del 50% degli isolati) éddovuta, nella maggior
parte dei casi, alla produzionef#attamasi. In questi casi, I'impiego di
B-lattamici quali 'amoxicillina associati ad inibii delle B-lattamasi
come l'acido clavulanico o il sulbactam assicura mmaggiore attivita
nei confronti di ceppi altamente resistenti.

Macrolidi e lincosamidi mostrano generalmente unana distribuzione
tissutale e raggiungono elevate concentrazioniacedtulari per cui
risultano efficaci nei confronti db. intermediusAttualmente I'impiego
di tali farmaci € pero consigliato limitatamentdéeahfezioni primarie
per la frequente e rapida insorgenza di fenomeregsistenza (Ganieet
al., 2005). Gli aminoglicosidi sono ampiamente utdéizzin medicina
veterinaria e mostrano una buona attivita nei @mtirdi S. intermedius

ma l'impiego di tali farmaci € spesso limitato daBomministrazione
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parenterale e dalla nefrotossicita (Boedinal, 2001; Albarellost al,
2004). La rifampicina ha il vantaggio di una buaingtribuzione tissutale
e la capacita di concentrarsi in ambito intracelel(Frank, 1990). Tali
proprieta, unite ad una buona attivita nei confraieygli stafilococchi
anche a basse concentrazioni, fanno di questa otalema possibile
alternativa nel trattamento delle infezioni d& intermedius Cio
nonostante sono stati registrati numerosi casbaseguenze quali nefriti
e epatiti (Frank, 1990).

Tra i farmaci che mostrano una particolare effi@gawei confronti diS.
intermedius e che attualmente vengono maggiormente utilizeati
terapia vi sono cefalosporine come la cefalexiharéchinoloni, alcune
penicilline, in particolare I'oxacillina e I'ass@aione amoxicillina/acido
clavulanico, e l'acido fusidico (Futagawa-Sa#b al, 2006). Data la
bassa prevalenza di resistenza verso quest’uliimiiego dell’acido
fusidico sembra appropriato per trattamenti topdella piodermite
canina. Sebbene vi siano poche informazioni didplomella letteratura
veterinaria riguardo l'efficacia comparata tra peaatopica e sistemica
per le piodermiti superficiali, entrambi i regimbtpebbero rappresentare
opzioni efficaci per la terapia (Pellerat al, 1998; Cobket al, 2005).
La terapia topica potrebbe aiutare a ridurre o ialme la popolazione

batterica nella zona d’infezione e a rimuoveretridgessutali. Farmaci
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come gli agenti antiseborroici, (benzoilperossidiorexidina, etil-
lattato) possono essere d’aiuto alla terapia emita (De Jaham, 2003;
Mulvey et al, 2005). La rimozione dei detriti permette un doet

contatto del principio attivo con la cute e promadwrenaggio.

Le tre componenti essenziali nel trattamento defi®dermiti
comprendono la corretta selezione dell’antibioticappropriata dose e
durata della terapia antibiotica ed il controlldlelelermatosi sottostanti
(allergie, endocrinopatie, malattie autoimmuni, etdif della
cheratinizzazione).

L’antibiotico selezionato viene di solito sommingb per almeno 21
giorni per eliminare l'infezione e permettere al@rmale funzione
antibatterica della cute di ristabilirsi. L’'uso pyaopriato di basse dosi di
antibiotico o la breve durata della terapia, puérate la popolazione di
stafilococchi permettendo la selezione di ceppibastico resistenti
portando cosi a infezioni croniche/ricorrenti (Ungeh, 2000).

Ogni qual volta una terapia antibiotica, appropmatnte prescritta ed
eseguita, non porta un miglioramento clinico si alesospettare
un’infezione mista e/o da stafilococchi resistelmtiquesto caso si rende
necessario un esame colturale ed un profilo diilséités antimicrobica

per aiutare nella scelta dell’antibiotico. E esta@mente importante in
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questi pazienti usare la massima dose possibil@amtdbiotico con una
durata di somministrazione che vada 2-3 settimdtie @ completa

risoluzione.

Resistenza degli stafilococchi agli antibiotici

Fin dall'introduzione dell’'uso degli antibiotici h@& medicina umana, gli
stafilococchi hanno mostrato un’elevata capacita gliiluppare
rapidamente resistenza a questi agenti, particelatenell’ambito delle
infezioni nosocomiali. Sebbene i dati presentidtidratura differiscano
per il numero di isolamenti delle differenti spediestafilococchi, cosi
come per la specie animale d’isolamento, lo sthtico dell'animale e
le informazioni disponibili su eventuali trattamiegutibiotici precedenti,
in questi ultimi anni é stato osservato un notevailemento della
resistenza degli stafilococchi a numerosi antibiotisoprattutto
penicilline e cefalosporine, tetracicline, eritrama, lincomicina e
kanamicina (Normanakt al, 2000). La sensibilita nei confronti della
gentamicina e variabile ma anche per questo atitibita resistenza e in
aumento, cosi come per le polimixine e i fluorookmi. Per contro, gli
stafilococchi mostrano in genere una elevata s#itésia vancomicina,

teicoplanina e netilmicina (Normamd al, 2000).
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Nelle infezioni stafilococciche del cane e del gatt comune
I'isolamento di ceppi caratterizzati da un’elevatsistenza a molti
agenti antibiotici. Questo € stato osservato intiga@are per

Staphylococcus intermedigsbella 6).

Tabella 6. Antibiotico-resistenza di isolati cardnS. intermediusilevata tra il
1986 ed il 1995

Numero di ceppi resistenti (%)

Antibiotici USA 1986 UK 1992 USA/Germania 1992 Danimarca 1995
(n=197)  (n=96) (n=116) (n=50)
tetraciclina 104 (52,8)50 (52,1) 35 (30,0) 10 (20,0)
penicillina 163 (82,7) 77 (80,2) n.d 30 (60,0)
eritromicina 52 (26,4) 9(9,4) 15 (12,5) n.d.
lincomicina 49 (24,9) n.d. 15 (12,5) n.d.
streptomicina n.d. 6 (6,3) 27 (23,3) n.d.
gentamicina 0 n.d. 1(0,9) n.d.
cotrimoxazolo 17 (8,6) n.d. n.d. 0
enrofloxacina n.d. n.d. n.d. 0
cloramfenicolo 21 (10,7) n.d. 7 (6,0) 8 (16,0)
*Noble e Kent, 2000 n.d.=non deteratm

by

In uno studio condotto negli Stati Uniti e statoluvato il tasso di
farmacoresistenza in ceppi 8i aureuse S. intermediussolati nel cane
tra il 1977 ed il 1983 (Georgpapadaketal, 2002); il 60-70% dei ceppi

isolati sono risultati sensibili alla streptomicirala tetraciclina e alla
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polimixina B, mentre la resistenza nei confronti @enicillina,
ampicillina e tetracicline € stata riscontrata2@Jo circa degli isolati.
Studi successivi hanno condotto a risultati sinskpbene il tasso di
resistenza alla penicillina raggiungesse ancherivalgeriori all’80%.
La resistenza nei confronti di cloramfenicolo, nadici e lincosamidi
sembrava aumentare a seguito del loro impiego li{gFhie Williams,
1998). A causa dei frequenti fenomeni di resisteteaetracicline e le
penicilline sono considerate inefficaci mentre d@gazione
amoxicillina/acido clavulanico, le cefalosporinéeritromicina ed i
fluorochinoloni sono di solito efficaci.

E stato osservato che I'impiego di un antibioticéira terapeutici pud
determinare la riduzione della suscettibilitd dategalei batteri, con
I'insorgenza di una resistenza di tipo plasmidiede fenomeno, tuttavia,
raramente e stato osservatdSinintermediugNoble e Kent, 2000)Uno
studio condotto da Greene e Schwarz negli Statii énn Germania ha
confermato I'incremento della resistenzebinintermediusda ricondurre
all’acquisizione di plasmidi di resistenza, congbicdel 70-90% per la
tetraciclina, ma di livello inferiore per gli altantibiotici. La resistenza
alla penicillina e alla tetraciclina e frequente oeppi diS. intermedius

isolati da cani di differenti origini geografichal, contrario la resistenza

alla maggior parte di antibiotici piu recenti quiafluorochinoloni e, ad
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0ggi, relativamente bassa (Llowd al, 1999). Le infezioni croniche da
S. intermedius sono generalmente da associare a trattamenti
farmacologici ripetuti e/o inadeguati ed € freqedihsolamento di ceppi
multiresistenti aggiuntivi, com8. aureusneticillino-resistente (MRSA).
E stato osservato, infatti, il trasferimento di meMRSA, di frequente
Isolamento umano, a cani con cui i soggetti vengamocontatto
(Lilenbaumet al., 1999).

Negli ultimi anni sono state messe a punto variéodiehe in grado di
distinguere stafilococchi della stessa specie tesgwtcie e di individuare
ceppi farmacoresistenti. Tali metodiche includoregg biochimici
come l'elettroforesi enzimatica multilocus e te¢tr@comolecolari come,
ad esempio, analisi di macrorestrizione, ribotypiergla RAPD-PCR
(Witte, 2000). Tra queste metodiche, l'analisi diaarorestrizione
utilizza gli enzimi di restrizion&md ed e considerata quella con il piu
alto potere di discriminazione. Alcuni tipi di PCRrendono in
considerazione geni presenti esclusivamente in nalcuspecie
stafilococciche, comeS. aureus e permettono di identificare |l
polimorfismo dei geni che codificano per la coagula per la proteina
A. Il cosiddetto profiling plasmidicd €& un metodo semplice di
tipizzazione che, tuttavia, spesso non forniscaltas stabili per la

mobilita dei plasmidi stessi. Dal momento che nedfilococchi la

65



farmacoresistenza € spesso associata ai plastaitlisi dei plasmidi
puo essere utile nello studio della sua trasfédbibnche se non e una
metodica ottimale per la differenziazione delleisteize nei ceppi
isolati (Witte, 2000).

Contrariamente alla medicina umana, dove la tigizree molecolare €
ampiamente impiegata per seguire la diffusionecaitmni MRSA e di
altri stafilococchi coinvolti nelle infezioni nocomiali, in ambito
veterinario questi metodi sono usati per casi galdri, ad esempio per
differenziare ceppi db. aureugsolati nelle mastiti bovine. Tuttavia, la
differenziazione molecolare dei ceppi batericiasiok fondamentale per
gli studi di epidemiologia e per la valutazione ds$so di resistenza

(John,et al1996; Lange e Schwarz, 2000)

Aspetti molecolari della farmaco-resistenza neghfdococchi

Le conoscenze molecolari della resistenza antirhiceo negli
stafilococchi € notevolmente aumentata negli ultanni, sebbene la
biologia molecolare della farmaco-resistenza degpced’isolamento
veterinario sia ancora poco conosciuta rispettbisglati umani. | geni e
le mutazioni coinvolte nella resistenza negli #babcchi di origine

animale sono stati identificati utilizzando sistemolecolari quali la
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PCR e il Southern blot. In alcuni casi, i geni dsistenza e le loro
regioni di regolazione sono stati clonati e sequedi (John et al,
1996; Strommengeat al, 2006).

| geni di resistenza riscontrati negli stafilococdn origine veterinaria
hanno spesso una localizzazione plasmidica. Ininoalsi, I'analisi
strutturale dei plasmidi di resistenza ha permeadisapprofondire le
conoscenze sulla varieta strutturale degli elemertracromosomiali
associati alla resistenza antimicrobica (Greene chw&rz, 1992;

Strommengeet al, 2006).

Resistenza alle tetracicline -Ad oggi, negli stafilococchi di origine
animale sono stati identificati quattro differeloitus genici di resistenza
alle tetracicline (gentet), classificati come K, L, M e O. | getetK),
localizzati in piccoli plasmidi (da 4,3 a 4,7 kbgpno strutturalmente
simili fra loro; il prototipo di questi plasmidi,efinito pT181, viene
comunemente isolato i®. aureus Plasmidi strettamente correlati al
pT181 sono stati identificati in tutte le speciafidbcocciche di origine
animale (Schwaret al, 2000).

La presenza dei genet(L), originariamente identificati irBacillus
sembra essere limitata a poche specie stafilodeeacorigine animale,

tra cui S. hyicusS. lentuse S. xylosusTali geni sono stati identificati
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soprattutto in plasmidi di dimensioni variabili tdg3 kbp e 11,5 kbp,
come conseguenza della formazione di co-integrati della
ricombinazione con altri plasmidi di resistenza, naache per
I'integrazione di piccoli trasposoni. Alcuni di cgte plasmidi, inoltre,
contengono geni di resistenza nei confronti di kaioaa, neomicina,
macrolidi, lincosamidi e streptomicina (Schwatzal, 2000).

| genitet(M) sono localizzati su trasposoni di coniugaziaheorigine
enterococcica, come ad esempio il Th916 o Tnl54%b€Rs, 1996).
Uno studio condotto su ceppi resistenti di stabloshi isolati da varie
specie animali ha identificato il traspostone 227dantenente il gene
tet(M), come il secondo meccanismo responsabile dndap-resistenza
negli stafilococchi di origine animale (Jensen, 999Ad oggi, i geni
tet(O) sono stati identificati irs. intermediusi prodotti genici ditet(O)
rappresentano proteine di protezione ribosomiale chediano la
resistenza a tutte le tetracicline, minociclina possa (Swenson e

Tenover 2005).

Resistenza a macrolidi, lincosamidi e streptogramim - La resistenza
stafilococcica nei confronti di questi antibiotieicomunemente basata
sulla modificazione del sito bersaglio, sull’effies attivo o

sull'inattivazione enzimatica (Schwaet al, 1999). La modificazione
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del sito di legame € il meccanismo di resistennacjpale, e si verifica a
seguito della demetilazione di un residuo adeniladivello della
porzione 23S dellrRNA. Sono stati identificati dinad oggi, negli
stafilococchi di origine animale, quattro geni ®@ttvin tale resistenza
chiamatierm(A), erm(B), erm(C) ederm(F), (Chunget al, 1999; Kwok
et al, 2000).

| geni erm(A) ed erm(B) sono comunemente riscontrati in piccoli
trasposoni quali il Tn554 ed il Tn917/Tn551 (Wemakken e Schwarz,
2001). | geni erm(C) sono localizzati in plasmidiegenti in molte
Staphylococcuspp. (Eadyet al, 1993; Nawazt al, 1999). Studi sulla
frequenza di distribuzione dei diversi genm negli stafilococchi isolati
dagli animali mostrano una frequenza elevatardiC) in S. hyicuse in
altri stafilococchi porcini ma anche iBtaphylococcuspp. isolate da
altre specie animali. Al contrario, i geaim(B) sono quelli piu diffusi

negli isolati canini dB. intermediugJenseret al,, 1999).

Resistenza agli aminoglicosidi 1a resistenza agli aminoglicosidi é
dovuta principalmente a sequenze geniche, spessociaie a plasmidi e
trasposoni, che inducono l'inattivazione dei farmd& parte di acetil-,
adenil- e fosfatidil-trasferasi (Alekshun e  Levy000). Negli

stafilococchi animali sono stati identificati fimal oggi quattro differenti
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geni tra cuiil gene aadD, che media la resistenza a kanamicina e
neomicina, e il gene aadA-aphD, che media la esst a gentamicina,

kanamicina e tobramicina (Giraet al, 2000).

Resistenza ai B-lattamici - La resistenza alla penicillina negli
stafilococchi, umani ed animali, € documentata omaamolti anni ed é
ampiamente diffusa. La resistenzapdattamici € generalmente dovuta
alla produzione dp-lattamasi, enzimi che causano I'apertura dell'lanel
B-lattamico di tali molecole (Alekshun e Levy, 2000g B-lattamasi si
differenziano, sulla base delle sequenze genichauattro classi, dalla
A alla D, definiteclassi di Ambler mentre sulla base del fenotipo di
resistenza sono state classificate in altri quagtmappi, con ulteriori
sottogruppi (schema di Bush). Un aspetto particsdente importante
della resistenza degli stafilococchi ai farmgelattamici riguarda la
sempre piu diffusa refrattarieta alle metil-petiied, in particolare alla
meticillina. Le infezioni déStaphylococcus aureumseticillino-resistente
(MRSA) rappresentano oggi una importante causafdzioni in tutto il
mondo (Duquette e Nuttall, 2004). Dal primo casesalamento di
MRSA, riportato in medicina umana in Inghilterral n€961, la
meticillino-resistenza stafilococcica € diventataprattutto a partire

dagli anni ‘80, un problema di sanita pubblicavello mondiale sia nel

70



campo delle infezioni nosocomiali sia in quelloldenhfezioni acquisite
in comunita (Zetolat al, 2005). Si stima che l'incidenza di MRSA sia
aumentata dall’'1% degli anni '80 fino al 40% at&jalon una situazione
variabile nei vari Paesi: la prevalenza varia daandell’1% nei paesi
baltici fino al 40% di Grecia, Italia, e Inghilterrl MRSA sono resistenti
a tutti i B-lattamici e a numerosi antibiotici di altre clasguali
aminoglicosidi, macrolidi, cloramfenicolo, tetraane e fluorochinoloni,
rendendo quindi le infezioni da essi sostenute ondifficili da trattare
con conseguente aumento della morbilita, del cdstotrattamenti e
della mortalita, comparato a quello delle infezisomistenute da ceppi
meticillino- sensibili. La resistenza alla meticikh negli stafilococci é
legata alla presenza del geNMecA, localizzato nella regionenec del
cromosoma batterico, che codifica per una proteleéinita PBP2a
(Penicillin-Binding Protein 2a). Questa particoldmrma della PBP2
mostra affinita ridotta per le penicilline e I'espsione del gene
codificanteMecA € controllata da due geni regolatoniecl e mecR1
anch’essi presenti netecDNA, che codificano rispettivamente per una
proteina repressore ed una proteina di traduziaesegnale. || gene
med e presente su elementi genetici mobili denomiBéphylococcal
Cassette Chromosome (SCC) di cui si conoscono alntentipi

identificati con i numeri I-V. Le SCC di tipo | &lcontengono solo |l
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genemed, mentre le altre contengono geni determinantielsistenza
anche ad altre classi di antibiotici (Lyon e Skyyrd987). La presenza
del geneMecA € stata inoltre dimostrata in MRSA ed in stafdoci
coagulase-negativi (CNS) isolati da animali donoegftasudaet al,

2002).

Resistenza ai fluorochinoloni - Il meccanismo d’azione dei
fluorochinoloni nei batteri Gram positivi prevedéntierazione con
enzimi batterici necessari per la replicazione @NIA: la DNA girasi,
costituita dalle subunita gyrA e gyrB, e la DNA ¢tmgpmerasi |V,
formata dalle subunita parC (definita grlA in Seus) e parE
(Blondeau, 2004). La resistenza batterica ai flobimoloni si presenta
di solito come conseguenza di mutazioni che comaporcambiamenti
aminoacidici, specialmente nelle regioni delle sutdu enzimatiche
denominate Quinolone Resistance Determining Regi@RDRSs), che
rendono gli enzimi meno sensibili ai fluorochindldiHeinen, 2005).
Anche l'efflusso dei farmaci mediato da trasponigioid contribuire alla
resistenza degli stafilococchi ai fluorochinoloAid esempio, NorA e
una pompa di efflusso appartenente alla classe Mjor Facilitators
individuata in S. aureus Questa pompa € codificata da un gene

cromosomiale ed € responsabile di resistenza neifrardi  di
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fluorochinoloni idrofilici quali norfloxacina e cipfloxacina
(Lomovskaya e Watkins, 2001).

L'incremento dell'impiego dei fluorochinoloni redgiato a partire della
meta degli anni ‘90 ha condotto ad un aumento delatenza in ceppi
di S. intermediugli origine canina (Hooper, 2001). L'acquisiziorsla
resistenza antimicrobica da parteSliintermediu® spesso associata a
trattamenti antibiotici ripetuti e pu0 essere asfai mediante
trasferimento di plasmidi da altri stafilococchiepenti sulla cute del
cane. TuttaviaS. intermediusa bassi livelli di trasporto plasmidico e la
resistenza tende ad essere cromosomica; € possibhde questa
caratteristica abbia prevenuto l'acquisizione diltmasistenze, come

avvenuto invece pe3. aureusS. hyicuse S. schleiferi
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2 - SCOPO DELLA TESI

Lo scopo della presente tesi, svolta presso lao8ezili Farmacologia e
Tossicologia del Dipartimento di Clinica Veteriraulell’'Universita di
Pisa, e stato quello di determinare la suscetfibdlgli antibiotici di ceppi

di S. intermediussolati da cani con o senza lesioni muco-cutanee.
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3 - MATERIALI E METODI

Campionamento

Per questo studio sono stati sottoposti a campientnB67 cani, con 0
senza lesioni muco-cutanee. Il campionamento enangetra Gennaio
2005 e Ottobre 2006. Per ciascun soggetto e ssdgudo un solo
prelievo mediante tampone sterile. Ogni campionsta@o inviato in
laboratorio in apposito terreno di trasporto e duimmediatamente

analizzato.

Isolamento e identificazione dei ceppi batterici

Entro 24 ore dal momento del prelievo, ogni tampeénstato seminato
su Agar Sale Mannite, terreno selettivo e differaiez indicato per
I'isolamento degli stafilococchi e le piastre sastate incubate a 37°C
per 24 ore. Terminata I'incubazione, le coloniet@difilococco sono state
selezionate in base alle caratteristiche morfologianacroscopiche
(aspetto, dimensioni, forma, colore) e microscopi¢bolorazione di
Gram). Le singole colonie isolate sono state sotgpa subcoltura su
Trypticase Soy Agar addizionato con sangue di man{®%) al fine di

ottenere una coltura pura. Dopo una nuova incuhazilb 24 ore a 37°C,
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I'identificazione definitiva diS. intermediuse stata eseguita su base
biochimica con il sistema semi-automatizzato midififoMerieux SA,
Marcy I'Etoile, France) mediante I'impiego dellallgaa ID 32 STAPH

(figure 11, 12 e 13).

Isolamento

Standardizzazione
della sospensione

Standardizzazione
dell'inoculo

e Lettura automatica

Figura 11. Procedura per l'identificazione autocwtiella galleria ID 32 STAPH.
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Figura 12. Sistema semi-automatizzato “miniAPI”

....................................................................................................
H

| Sanple origine MIIR =
Cample type T.aut

Profile: 367356601
ID 32 STAPH V2B : VERY GOOD IDENTIFICATION

| Staph. internedius Zid= 9.7 T= 0.9
| NEXT CHOICE

: Staph. chromogerss ide 0.2 T=0.61
W17 L 14

Figura 13. Risultato I'identificazione automaticelld galleria ID 32 STAPH.
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Figura 14. Galleria ID 32 STAPH.

Questa galleria e costituita da 32 pozzetti, di2ZBucontenenti un terreno
di reazione disidratato, e rappresenta un sisteimdedtificazione di
gran parte delle specie appartenenti al geSéaphylococcusnediante
26 test biochimici standardizzati e miniaturizzatd un database
specifico (figura 15). Dopo aver risospeso 3-5 smdatteriche isolate
in soluzione salina, la sospensione € stata stdizdata ad una torbidita
equivalente a 0,5 McFarland (circa ®1@atteri/ml) mediante un
densitometro (Densimat, bioMerieux SA, Marcy I'H¢oi France) e
distribuita nei pozzetti della galleria. Dopo avecubato la galleria a
37°C per 24 ore, la lettura e linterpretazione dsultati sono stati
effettuati in automatico dallo strumento, in gratlailevare, all'interno
di ogni pozzetto, le reazioni enzimatiche tradatteviraggi cromatici

spontanei o rivelati mediante I'aggiunta di reaftiigura 16).
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TABLEAU D'IDENTIFICATION / IDENTIFICATION TABLE / PROZENTTABELLE / TABLA DE IDENTIFICACION / TABELLA DI IDENTIFICAZIONE / QUADRO DE IDENTIFICAGAOQ /
MNAKAZ TAYTOMNOHEIHE / IDENTIFIERINGSTABELL / IDENTIFIKATIONSTABEL / TABELA IDENTYFIKACYJNA
% de réactions positives aprés 24 H (£ 2H) a 36°C £ 2°C / % of positive reactions after 24 hrs. {+ 2 hrs.) at 36°C + 2°C /% der positiven Reaktionen nach 24 h {+ 2 h) bei 36°C + 2°C / % de la reacciones positivas despues de
24 H (2 2 H)a 36°C + 2°C 7 % di reazioni positive 0po 24 ore (+ 2 ore} a 36°C £ 2°C / % de reacgdes positivas apos 24 H (£ 2 H) a 36° C + 2°C / % Berwuv aviBpaotwy | €16 aTr6 24 Wpeg (+ 2 wpeg) oToug 36°C +2°C/ %
positiva reaktioner efter 24 tim. { 2 tim.) vid 36°C + 2°C / % positive reaktioner efter 24 timer (+ 2 timer) ved 36°C + 2°C / % pazytywnych reakcji po 24 godzinach (+ 2 godziny) w 36°C = 2°C

1D 32 STAPH vz cmm_>UI_Ooo ESC[GLU[FRUTMNE[MAL[LACITRE[ MAN| RAF | NIT | VP | BGAL| ArgA | PAL| PYRA|NOVO|SAC|NAG| TUR| ARA {BGUR{ RIB | CEL
Staphylococcus arlettae 0 o] 0 1 00 00 00 00 00 00 0 0 0 5 0 00 [ 00 99 99 0
Staphylococcus aureus Z 8 0 0 00 00 00 9 99 94 2 96 3 1 1 98 1 28 98 84 3 0 1 0
Staphylococcus auricularis 0 0 0 00 00 [ 0 a 0 0 8] 14 0 12 0 d O it 0 0 0 0
Staphylococcus capitis 10 0 [4] 9 00 86 0 1 38 8 [s] 1 5 3 73 4 ) Q 0 0 7 0
Staphyiococcus caprae 5 99 0 0 00 99 00 8 0 99 8 [o} 0 9 0 0 ¢} 1 0 0 0 0
Staphylococcus carnosus 0 oo Y 0 00 39 0 00 90 00 0 00 0 0 0 99 1 0 0 0 0 0 0
Staphylococcus chromogenes 9 99 0 0 99 00 99 9 9 11 1 00 1 14 [i] 88 Q 9 11 0 0 84 0
Staphylococcus cohnii ssp cohnii 1 8] 0 4] 9 I 21 8 1 90 0 5 1 0 20 1 9 0 8 1 0 5 4 0
Staphyiococcus cohnii ssp urealyticum a9 4] 0 1 00 00 90 99 00 99 0 1 1] 99 0 0 0 99 1 0
Staphylococcus epidermidis 1 g 4 1 1 g0 99 00 9 0 0 0 9 1 0 94 ) 2 98 1 8 Q0 0 1 1
Staphylococcus epidermidis 2 LI 20 | 13 1 00 100 00 0 0 0 90 3 1 0 6 1 1 99 9 0 0 1 1
Staphylococcus equarum 98 0 [ 5% 98 00 94 g 9 98 0 00 0 ! 0 20 0 8 00 1 00 10 4
Staphylococcus gatlinarum 00 [ 0 9 00 00 00 00 96 6 86 00 1 t 0 00 4 B 00 00 86 00 99 1 86
Staphylococcus haemolyticus il 9 0 1 00 1 00 80 97 9§ 0 89 [i] 3 98 1 g ] 18| 0
Staphyiococcus homins 1 9 6 [} 1 00 99 1 a0 89 5 0 g 0 1 5 5 g 9 1 1 7 Q
Staphyiococcus hominis 2 8 & 7 0 1 00 99 00 94 98 1 0 94 0 9 1 6 59 BEEN 99 1 0 (5] ¢]
Staphyiococcus hyicus g 00 0 0 00 00 00 0 96 00 [¢] 0 00 4] 00 1 0 93 99 ] 7] 96 96 0
Staphylococcus intermedius 99 0 0 00 00 a0 00 99 g 0 g9 1 99 88 1 99 il 3 1 0 49 0
Staphylococcus kloosif q 0 0 1 99 oo 0 8 56 5 0 . 0 98 5 5 [ 1 ¢]
Staphylococcus lentus 7 Q Q 00 00 99 G0 8 99 00 00 00 00 5 1 0 10 Q0 8 0 00
Staphylococcus fugdunensis B 1 00 Ry 00 99 94 88 G 1 0 99 99 1 0 1 99 1 00 6 1 0 0 1 0
Staphylococcus saprophyticus 9 0 Q 0 99 99 0 00 9 00 8 4] 4 93 9 0 L 9 99 8 0 1 0 1
Staphylococcus schieiferi 0 9 0 [¢] 00 80 oo 3 1] 4] 89 9 0 00 g 0 0 0 0 0 0 a
Staphyiococcus sciurnt 0 0 0 00 00 00 00 99 9 co 0 99 1 1 0 4 0 5 86 8 8

Staphylococcus simufans 90 99 0 0 00 00 8 9 97 § Q 9 18 9 0 2 8 5 9 90 0 1 21 1
Staphylococcus warner 94 .| O 0 99 99 14 19 9 ¥ 0 9 0 1] 0 1 4 I 10 [¢] 16 1]
Staphylococcus xylosus 8 0 0 a0 100 6 88 90 89 1 89 88 0 8 8 99 89 i 89 19 | 10
Rothia mucilaginosa 8 0 0 |4 oc 100 100 [N 9 0 Q 00 00 25 g 8 9 0 9 8 0
Aerococcus viridans 0 0 Q0 & 100 100 100 100 8 90 MEgud 4 0 18 0 ] [ fy 38 M 100 K 2 4
Dermacoccus nishinomiyaensis 0 10 0 i 10 0 0 0 10 1 ¢] 0 0 0 3 0 [ 0 0 10 0 0 0 0
Kocuria knistinae 0 0 0 0 00 00 100 8 20 QKR [€ 0 0 13 20 7 7 9 7 QN O pimel 7 0
Kocuria rosea ;o8] O 0 0 1 ] o 0 0 Q 0 00 0 1 : 0 0 0 0 0 0 Q 0
Kocuria vanans oo Q) 0 0 00 0 [ 20 0 Q 80 0 a0 0 o] 10 0 1 0 0 0 0
Micrococcus futeus ] 0 [ 0 _ 0 0 0 0 [1] S Q Q 5 0 1 9 10 0 0 0 ¢ 0 0
Micrococcus fylae Jo[nmn]Jo[ 1ot JoJe[o] 1] o o [ ¢ 0 o [of1fnl o 0

della gallefia32 STAPH.
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METHODOLOGIE / PROCEDURE / METHODIK / TECNICA / PROCEDIMENTO /
AIAAIKAZIA / METOD /| METODE/ METODYKA

Gelose au sang / Blood agar / Blutagar /
Agar con sangre / Agar al sangue / Gelose com sangue /
Alpatoiyo dyap / Blodagar / Blod agar / Agar krwawy

!

0.5 McF
API® Suspension Medium
26 x 55 pl 'Y URE
COOO00000CCOVOOD & ADH
[olola’o alola’alolols’alalels el l LAY
[ ' | ODC

ID 32 STAPH

!

24:00 £ 2:00  |%%* 36°C £ 2°C

!

| | ‘ NIT: NIT 1+ NIT 2
“\®, (V:VPA+VPB
ID 32 STAPH RGAL —» PyrA : FB

l

+ - 4+ -+ -

l
[

Figura 16. Procedura per 'allestimento della gall¢D 32 STAPH.
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Con l'aiuto di un software specifico, l'identificane a livello di specie
dei ceppi batterici € fornita in base al calcolodlie parametri: la
percentuale di identificazione (% ID), che valwdavicinanza relativa del
profilo osservato ai vari taxa presenti nel databas I'indice T che
esprime il carattere tipico del ceppo all'internaud taxa (con valore che
varia da 0 a 1). | taxa sono stati quindi clasatfisecondo i valori di
questi parametri ed il risultato e stato fornit@egonda dei casi, con vari
gradi di attendibilita: eccellente (%IB 99.9,T > 0.75), ottima (%ID>
99.0,T > 0.5), buona (%ID> 90.0,T > 0.25) e accettabile (%IB 80.0,
T > 0). | risultati al di sotto di questi livelli sonstati classificati come
inaccettabili.

Dopo l'isolamento e lidentificazione, gli isolatli Staphylococcus

intermediussono stati conservati a -80°C fino al successtizzp.

Valutazione della suscettibilita agli antibiotici

Per ogni isolato batterico € stata valutata laedtibdita a 19 antibiotici
selezionati tra quelli generalmente piu efficaci menfronti degli
stafilococchi, in particolare dbB. intermedius(tabella 7). | test di

suscettibilita sono stati eseguiti con il metoddaddiffusione su piastra
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(tecnica di Kirby Bauer) secondo il protocollo d\-SFM (Comité de

I’Antibiogramme, Société Francaise de Microbioldgie

Tabella 7. Antibiotici utilizzati nei test duscettibilita

Antibiotico Sigla Concentrazioneyg) Breakpoints (mm)
R I S

Acido Fusidico FD 10 <1515-21 >22
Amikacina AK 30 <15 15-16 >17
Amoxicillina/Ac. Clavulanico AMC 20/10 <14 14-20 >21
Cefalessina CL 30 <1212-17 >18
Cefoperazone CPz 30 <144-20 >21
Cefoxitina FOX 30 <25 25-26 >27
Clindamicina CM 21U <15 >15
Cloramfenicolo C 30 <1919-21 >22
Cotrimoxazolo TS 1,25/23,75 <1Q0-15 >16
Enrofloxacina ENR 5 <17 17-21 >22
Eritromicina E 151U <17 17-21 >22
Fosfomicina FOS 50 <14 >14
Gentamicina GM 15 <20 >20
Latamoxef MOX 30 <23 23 >24
Lincomicina L 15 <17 17-20 >21
Marbofloxacina MAR 5 <13 13-17 >18
Oxacillina OX 5 <20 >20
Pristinamicina PT 15 <1919-21 >22
Rifampicina RP 30 <1414-28 >29

R=Resistente; I=Intermedio; S=Sensibile
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Ogni ceppo di Sintermediuse stato scongelato e seminato su una piastra
di Trypticase Soy Agar; dopo un’incubazione di 2¢ a 37°C, i batteri
sono stati risospesi in soluzione salina. La danddlla sospensione e
stata standardizzata a 0.5 MacFarland e seminat@amera uniforme
sulla superficie di una piastra di Mueller Hintorgak. Infine, sulla
superficie della piastra sono stati posti, medigtee sterili, i dischi
impregnati con una concentrazione standard delbexico (tabella 7).
Le piastre sono state poste in incubazione a 3ét@4 ore, terminate le
quali per ciascun antibiotico € stato misuratoidnaetro dell’alone di
inibizione, funzione della suscettibilita del migganismo all’antibiotico
in questione.

Per linterpretazione dei risultati ottenuti € etdatto riferimento ai
breakpoint indicati dalla Societa Francese di Miwigia (CA-SFM,

2006) che hanno permesso di classificare | cefdfer@ come sensibili,

intermedi o resistenti agli antibiotico impiegati.
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4 - RISULTATI

Nel corso dello studio sono stati isolati 136 cedpiS. intermedius
(tabella 8): 87 ceppi sono stati isolati dalla cutde soggetti

apparentemente sani, (35 dall’orecchio esternod&7dorso, 13 dal
piatto della coscia e 12 dallo spazio interdigitaleentre 49 ceppi sono
stati isolati da soggetti ammalati affetti da piodee (39) o da otite

esterna (10).

Tabella 8. Frequenza e distribuzione deglais di S. intermedius

Sito anatomico Cani ammalati Cani sani Totale

campioni isolati campioni isolati campioni isolati

Cute del dorso 34 25 97 27 131 52
Orecchio esterno 15 10 93 35 108 45
Piatto della coscia 0 0 60 13 60 13
Area interdigitale 8 6 51 12 59 18
Addome 9 8 0 0 9 8

Totale 66 49 301 87 367 136

| risultati dei test di suscettibilita agli antiic eseguiti per i ceppi
isolati sono riportati nella tabella 9. Tutti i g@@ono risultati suscettibili
ai seguenti antibiotici: acido fusidico, amikacinamnoxicillina-acido
clavulanico, cefalexina, cefoperazone, pristinan@ce rifampicina. La

grande maggioranza dei ceppi (90-99%) ha mostnasoedtibilita nei
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confronti di cefoxitina, clindamicina, cotrimoxapgl enrofloxacina,
fosfomicina, gentamicina, latamoxef, marbofloxacima oxacillina.
Percentuali di sensibilita inferiori sono state isa@te per
cloramfenicolo (87%), lincomicina (87%) e eritromia (82%). | profili

di antibiotico-resistenza osservati sono ripottatabella 10.

Tabella 9. Suscettibilita dei 136 isolditiS.intermedius
agli antibiotici

Ceppi sensibili Percentuale di

Antibiotico

(n) suscettibilita (%)
Acido Fusidico 136 100
Amikacina 136 100
Amox/Ac. Clav. 136 100
Cefalessina 136 100
Cefoperazone 136 100
Pristinamicina 136 100
Rifampicina 136 100
Fosfomicina 135 99
Latamoxef 135 99
Gentamicina 134 98
Enrofloxacina 134 98
Cefoxitina 134 98
Marbofloxacina 134 98
Oxacillina 132 97
Cotrimoxazolo 131 96
Clindamicina 125 92
Lincomicina 118 87
Cloramfenicolo 119 87
Eritromicina 112 82
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Tabella 10. Profili di antibiotico-resistenzaexifiti nei 136 ceppi db. intermedius

Numero di Profili di resistenza Numero di cepp?o

antibiotici
0 Nessuno (suscettibili a tutti gli antibiotici) 9 &
1 C 1 0.7
1 FOS 1 0.7
1 OoX 1 0.7
1 TS 2 1.5
2 C,E 8 6
2 E, L 4 3
3 C,FOX, L 1 0.7
3 CM,E, L 1 0.7
3 E,L, TS 1 0.7
4 C,CM,E, L 6 4.4
4 CM, E, GM, L 1 0.7
5 C, FOX, L, MOX, OX 1 0.7
5 CM,E,GM, L, TS 1 0.7
6 CM, E, ENR, L, MAR, OX 1 0.7
7 CM, E, ENR, L, MAR, OX, TS 1 0.7

La maggior parte dei ceppi saggiati (77%) si elatgesuscettibile verso
tutti gli antibiotici. Sono stati osservati quindidifferenti profili di

resistenza: 5 (3,7%), 12 (8,8%) e 3 (2,2%) ceppogisultati resistenti,
rispettivamente, verso uno, due e tre antibiotientre 11 ceppi (8%)
hanno mostrato resistenza nei confronti di un nongir antibiotici

variabile da quattro a sette.

Per 13 ceppi (9.5%) €& stata rilevata, inoltre, leespnza di
multiresistenza, intesa come resistenza nei cotfrdn almeno tre
diverse classi di antibiotici (tabella 11). In peotare, un isolato &
risultato resistente a cinque classi di antibiotifincosamidi,

sulfonamidi, macrolidi,-lattamici e fluorochinoloni); 2 isolati sono
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risultati resistenti a quattro classi di antibigtigincosamidi, macrolidi,
B-lattamici e fluorochinoloni; lincosamidi, macralidsulfonamidi e
aminoglicosidi). | restanti 10 ceppi hanno mostragsistenze nei

confronti di tre diverse classi di antibiotici ataso.

Tabella 11. Multiresistenze rilevate in 13 isol#itBS. intermedius

Classi di antibiotici Numero di
ceppi

- Lincosamidi, macrolidip-lattamici, sulfonamidi, fluorochinoloni 1

- Lincosamidi, macrolidip-lattamici, fluorochinoloni 1

- Lincosamidi, macrolidi, sulfonamidi, aminoglicdsi 1

-Lincosamidi, macrolidi, cloramfenicolo 6

- Lincosamidi, macrolidi, aminoglicosidi 1

- Lincosamidi,3-lattamici, cloramfenicolo 1

- Lincosamidi, macrolidi, sulfonamidi 1

- Lincosamidi,3-lattamici, cloramfenicolo 1
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5 - CONCLUSIONI

In conclusione, i risultati ottenuti nella presetesi indicano che:

. Staphylococcus intermediugppresenta una specie batterica di
frequente isolamento nel cane, sia in soggetti r@op@amente sani
(prevalenza = 29%), sia in soggetti con infezionucorcutanee

(prevalenza = 74,2%).

. Gli isolati di S. intermediugnostrano un’elevata sensibilita nei
confronti di antibiotici attualmente impiegati nélattamento delle
infezioni sostenute da questo batterio (cefalosgoramoxicillina/acido
clavulanico, cotrimoxazolo, fosfomicina, fluorogalani) cosi come
verso farmaci considerati efficaci contro gli dtafocchi (acido fusidico,

amikacina, pristinamicina e rifampicina).

. Nonostante I'elevato grado di suscettibilitaSli intermediusei
confronti degli antibiotici, il 23% dei ceppi ha stoato resistenza nei
confronti di almeno un antibiotico, rivelando quitid profili di

resistenza diversi.
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. La presenza di fenomeni di multiresistenza (reskste nei
confronti di almeno tre diverse classi di antil@dtie risultata limitata:
solo il 9,5% dei ceppi hanno mostrato multiresizggrsoprattutto verso
lincosamidi e macrolidi nei confronti dei quali empiamente
documentata in letteratura una elevata frequenzafedomeni di

resistenza.
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