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Riassunto

Presso il laboratorio di Microbiologia dell’Universita di Genova sono stati analizzati 25 ceppi di batteri Gram-positivi, 21
Gram-negativi e 3 miceti, isolati da campioni provenienti da Studi Veterinari. Staphylococcus aureus ha evidenziato resistenza
ai macrolidi (60%), tetracicline (40%) e come atteso alla penicillina (66,7%), mentre le altre molecole hanno dimostrato atti-
vita inibente. Gli stafilococchi coagulasi negativi hanno manifestato maggiori percentuali di resistenza in particolare verso oxa-
cillina (37,5%) e tetraciclina (25%), mentre nei confronti degli altri farmaci saggiati i livelli di insensibilita sono stati intorno al
12% con I'eccezione di teicoplanina, fosfomicina e cotrimossazolo che hanno inibito tutti gli isolati. Nei confronti dei batteri
Gram-negativi Iattivita di tutti i principi attivi & stata inibente con I'eccezione delle penicilline non protette, cefalotina, cefaman-
dolo e minociclina. Uno studio su un gatto affetto da otite e seguito per oltre tre mesi (tre prelievi) ha consentito I'isolamento
finale di un ceppo di Escherichia coli produttore di biofilm che & stato trattato efficacemente con clorexidina in associazione
con un aminoglicoside.

Summary

A number of bacteria (25 Gram-negative, 21 Gram-positive strains and 3 mycetes) collected from animals were studied in
the Microbiological Laboratory at the University of Genoa (Italy). Among Gram-positive isolates, S. aureus exhibited resi-
stance to macrolides (60%), tetracyclines (40%) and as expected to penicillin (66.7%), while the other drugs demonstrated
an useful activity against this species. Coagulase-negative staphylococci revealed a higher percentage of resistance, as com-
pared to S. aureus, towards oxacillin (37.5%) and tetracyclines (25%), with respect to the other antibiotics the level of resi-
stance was lower than 12% with the exception of teicoplanin, fosfomycin and cotrimoxazole which showed full activity
towards the above isolates. Against Gram-negative Strains all the drugs demonstrated an useful activity with the exception of
ampicillin, cefoxitin, cefamandole and minocycline. From a cat affected by otitis 3 samples in three months were collected. A
biofilm-producing E. coli strain was isolated from the last swab. The use of chlorohexidine in combination with an aminogly-
coside eliminated the pathogen.

INTRODUZIONE

La resistenza da parte dei batteri agli antibiotici mag-
giormente utilizzati in terapia ha ormai assunto una di-
mensione globale coinvolgendo anche 'ambiente comuni-
tario, per lungo tempo esente da queste problematiche,
ma ove le segnalazioni di ceppi resistenti sono ormai pur-
troppo sempre pitl frequenti'?. La comunita scientifica si

“Articolo ricevuto dal Comitato di Redazione il 26/11/2004 ed accettato
per pubblicazione dopo revisione il 25/2/2005”.

chiede quali siano le misure pitt opportune da adottare per
arginare questo fenomeno, pur individuando nello svilup-
po di nuovi principi attivi unitamente ad un impiego piu
appropriato dei farmaci disponibili le soluzioni piu
valide.*’. Sul fenomeno della resistenza agli antibiotici so-
no emerse da piu parti ipotesi che hanno chiamato in cau-
sa la grande adattabilita dei batteri ai pitu disparati am-
bienti, la loro rapida riproduzione, le possibilita che han-
no di scambiarsi materiale genetico anche tra specie diver-
se e, soprattutto un uso intenso degli antibiotici per il trat-
tamento delle infezioni sia nell'uomo, sia nell’animale e in
molti contesti diversi dalla medicina®?®.
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La resistenza ai farmaci ¢ spesso correlata con falli-
menti terapeutici se si utilizza ’antibiotico non efficace
in vitro, anche se in realta il successo di una terapia di-
pende da molti fattori che includono la gravita dell’infe-
zione, I'eta e le condizioni generali dell’ospite, il patoge-
no in causa, le caratteristiche farmacocinetiche delle mo-
lecole, la sede dell’infezione, ecc. La scelta del farmaco
da impiegare viene inoltre suggerita da considerazioni
che tengono conto del patogeno piu frequentemente
coinvolto nella specifica infezione e della sua resistenza
agli antibiotici'®'s,

Le malattie infettive in campo veterinario non sono
esenti da tali problematiche e la diagnostica di laboratorio,
assai spesso tralasciata, dovrebbe essere finalizzata a iden-
tificare I’agente eziologico.

Molto spesso, mancando una precisa diagnosi micro-
biologica, il veterinario opta per una terapia antibiotica
empirica basata sull’aspettativa del patogeno piu fre-
quentemente in causa in una determinata patologia e
sulle sue piu probabili resistenze ai farmaci antimicrobi-
ci. Sono stati documentati, ad esempio, fenomeni di
antibiotico resistenza in coliformi isolati da animali do-
mestici provocati dal crescente uso di farmaci antibatte-
rici negli animali da compagnia e di mangimi ani-
mali addizionati con antibiotici nell’allevamento e nel-
lagricoltura'*1,

Questo studio rappresenta la prima comunicazione dei
dati ottenuti sulla base dei campioni giunti al laboratorio
di Microbiologia Veterinaria dell’Universita di Genova.

MATERIALI E METODI

Sono stati identificati 49 microorganismi, isolati da 79
campioni di diverso tipo di materiale patologico pervenuti
da alcuni Studi Veterinari di Genova nel periodo 2002-
2003, presso I'Istituto di Microbiologia dell’Universita de-
gli Studi di Genova e raccolti da 43 cani, 29 gatti e 7 caval-
li. La distribuzione dei diversi materiali patologici ¢ ripor-
tata in Tabella 1. I ceppi sono stati identificati mediante le
classiche tecniche di batteriologia e I'utilizzo di test bio-
chimici (API System, bioMeérieux)®.

La valutazione della sensibilita agli antibiotici ¢ stata ef-
fettuata con il metodo della diffusione da dischetto, Kirby-
Bauer secondo le linee guida del’NCCLS?! come di segui-
to descritto.

B-lattamasi in S. aureus. La B-lattamasi (penicillinasi) in
S. aureus & stata individuata impiegando dischetti di peni-
cillina e amoxicillina-clavulanato, il ceppo che ha eviden-
ziato resistenza al capostipite dei B-lattamici e sensibilita
all’associazione con l'inibitore dell’enzima & stato conside-
rato portatore di questo carattere.

Tabella 1
Suddivisione dei ceppi in base al materiale da cui sono stati isolati
N. ceppi (%) TA TC TV s TF TP Urine Feci
Gram-positivi
S. aureus 6(12,2) 3 3
S. xylosus 5(10,2) 3 1 1
S. intermedius 3(6,1) 3
S. warneri 3 (6,1) 3
S. hyicus 2 (4,1) 1 1
S. lugdunensis 1(2,0) 1
S. epidermidis 1(2,0) 1
S. canis 1(2,0) 1
OCNS 1(2,0) 1
E. faecalis 1(2,0) 1
E. faecium 1(2,0) 1
Gram-negativi
E. coli 12 (24,5) 2 1 9
P mirabilis 3 (6,1) 1 1 1
P aeruginosa 3(6,1) 2 1
K. oxytoca 2(4,1) 2
Moraxella spp. 1(2,0) 1
Miceti
Candida spp. 1
T. mucoides 1
C. parapsilosis 1

TA = tampone auricolare; TC = tampone cute; TV = tampone vaginale; TN = tampone nasale; TF = tampone faringeo; TP = tampone pus; OCNS = altri sta-

filococchi coagulasi-negativi.



Oxacillino-resistenza in S. aureus. I'oxacillino/meticilli-
no—resistenza (OXA-R) inducibile (I) o costitutiva (C) in S.
aureus & stata messa in evidenza utilizzando il saggio dell’a-
gar screening su piastre di Mueller-Hinton agar con 6 mg/1
di oxacillina in duplicato, con e senza il 2% di NaCl e un
inoculo di 5x10° CFU per spot. La lettura ¢ stata eseguita
dopo 24 ore di incubazione. I ceppi sono stati mantenuti
ad una temperatura non superiore ai 35,5°C. In queste
condizioni il ceppo inducibile ¢ risultato sensibile al farma-
co sul terreno privo di sale, mentre lo stipite costitutivo ha
manifestato resistenza all’oxacillina su entrambi i terreni.
Gli stafilococchi coagulasi-negativi (CNS) sono stati valuta-
ti mediante Kirby-Bauer con dischetto di oxacillina (1 pg)
su terreno MH non contenente NaCl. I breakpoint per
CNS adottati sono stati S218 mm e R <17 mm. Lo stesso
saggio con tecnica di Kirby-Bauer su MH privo di NaCl &
stato utilizzato in alcuni casi anche per S. aureus. In questo
caso i breakpoint sono stati S213 mm e R <10 mm?*,

Resistenza ai glicopeptidi negli enterococchi. Per 'ac-
certamento della refrattarieta ai glicopeptidi ¢ stato utiliz-
zato sia il metodo Kirby-Bauer sia lo screening su agar
contenente 6 mg/l di vancomicina e un inoculo di 5x10°
CFU per spot. 1l test & stato letto dopo 24 ore di incuba-
zione a 35,5°C.

Alto livello di resistenza agli aminoglicosidi negli ente-
rococchi. I’alto livello di resistenza agli aminoglicosidi ne-
gli enterococchi ¢ stato valutato in piastre di BHIA conte-
nenti 500 mg/l di gentamicina o 2000 mg/1 di streptomici-
na. Sono stati utilizzati inoculi di 10° CFU per spot. Quan-
do il saggio ¢ risultato negativo la piastra ¢ stata incubata
nuovamente per altre 24 ore. In alternativa la resistenza
agli aminoglicosidi ¢ stata identificata con le apposite stri-
sce di E test.

Ampicillina-resistenza in E. faecium. Uinsensibilita al-

Iampicillina in E.faecium & stata determinata mediante
Kirby-Bauer.

Fenotipi di resistenza agli antibiotici nei batteri Gram-
negativi. Tutti i fenotipi di sensibilita o resistenza sono sta-
ti valutati sempre mediante antibiogramma con particolare
attenzione agli aloni registrati con le cefalosporine di III
generazione per I'eventuale individuazione di ceppi pro-
duttori di B-lattamasi a spettro esteso (ESBL).

La produzione di biofilm ¢& stata controllata utilizzando
il terreno Rosso Congo descritto da Freeman et al.?? e
Cramton ef al.?.

E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218, sono stati uti-
lizzati come controlli di qualita per i saggi includenti un
B-lattamico e un inibitore di B-lattamasi, P. aeruginosa
ATCC 27853, S. aureus ATCC 25923 per le prove di diffu-
sione da dischetto, S. aureus ATCC 43300 come ceppo
oxacillino-resistente (OXA-R o MRSA), E. faecalis ATCC
29212 per i saggi che includono la valutazione della sensi-
bilita e della resistenza agli aminoglicosidi, mentre E. fae-
calis ATCC 51299 ¢ stato inserito nelle prove che stimava-
no la sensibilita ai glicopeptidi.

RISULTATI

Dei 79 materiali patologici analizzati 35 sono risultati
negativi (44,3 %); dai rimanenti campioni (44) sono stati
isolati 46 ceppi batterici di cui 25 Gram-positivi (51%), 21
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Gram-negativi (42,8%) e 3 miceti (6,2%).

In Tabella 1 sono evidenziati i campioni di materiale dai
quali sono stati isolati i relativi ceppi. I prelievi piu fre-
quentemente inviati al laboratorio includono i tamponi au-
ricolari e da cute (14), urine (12) e i tamponi da pus (4),
mentre gli altri tipi di materiale analizzato sono stati limi-
tati alle singole unita.

E. coli & stato il germe prevalentemente isolato (24,5%)
seguito da S. aureus (12,2%), S. xylosus (10,2%), P. aerugi-
nosa, P mirabilis, S. intermedius e S. warneri (6,1%), men-
tre altri stipiti, inclusi i miceti, si attestano su percentuali
non superiori al 4%.

Quando i ceppi isolati sono stati saggiati per la sensibi-
lita agli antibiotici ne & emerso, come atteso, un quadro
molto diversificato sia in considerazione della specie batte-
rica studiata sia in termini di percentuali di resistenza. Sui
Gram-positivi ¢ stata registrata una percentuale del 16,6%
di oxacillino-resistenza su S. aureus che diviene oltre il
doppio su tutti i coagulasi negativi (37,5%). Altre moleco-
le di modesta attivita si dimostrano I'ampicillina, i macroli-
di e le tetracicline, mentre gli altri antibiotici evidenziano
capacita inibente (Tabella 2).

In E. coli (Tabella 3), il principale patogeno identificato
nei campioni di urine, & stata osservata una percentuale di
insensibilita del 45,5 % all’amoxicillina che non ¢é stata mo-
dificata dall’aggiunta di clavulanato, mentre il tasso di resi-
stenza alla combinazione piperacillina-tazobactam & stato
del 18,2%. Cefalotina e minociclina hanno fatto registrare
percentuali di insensibilita pari al 42,8% degli isolati,
mentre gli altri principi attivi hanno evidenziato incidenze
di resistenza contenute nel 20%. Sugli altri Gram-negativi

Tabella 2
Percentuali di resistenza agli antibiotici riscontrate nei ceppi
Gram-positivi isolati

Antibiotici Ceppi
S. aureus CNS Enterococcus

Oxacillina 16,6 37,5 n.a.
Penicillina 66,7 25,0 n.a.
Ampicillina n.s n.s 0,0
Amoxic/Clavul 16,6 12,5 n.s.
Cefamandolo 16,6 37,5 n.a.
Cefalotina 16,6 37,5 n.a.
Imipenem 0,0 37,5 n.s.
Eritromicina 60,0 12,5 100
Clindamicina 60,0 12,5 100
Gentamicina 0,0 12,5 0,0
Doxiciclina 40,0 25,0 50,0
Minociclina 40,0 25,0 50,0
Cloramfenicolo 0,0 n.s. n.s.
Ciprofloxacina 0,0 12,5 100
Cotrimoxazolo 16,6 0,0 n.a.
Fosfomicina 0,0 0,0 0,0
Teicoplanina 0,0 0,0 0,0

n.a. = non applicabile; n.s. = non saggiato.
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Tabella 3
Percentuali di resistenza agli antibiotici riscontrate
nei Gram-negativi isolati

Antibiotici Ceppi
E. coli Altri fermentanti | P. aeruginosa

Ampicillina 455 100 n.a.
Amoxic/Clavul 455 40,0 n.a.
Piper/Tazobac 18,2 20,0 33,3
Cefamandolo 27,3 60,0 n.a.
Cefalotina 42,8 100 n.a.
Cefotaxime 9,0 0,0 33,3
Ceftazidime 0,0 0,0 333
Cefepime 0,0 0,0 0,0
Imipenem 0,0 0,0 0,0
Aztreonam 9,0 20,0 0,0
Gentamicina 9,0 n.s n.s.
Netilmicina 9,0 0,0 n.s.
Amikacina 0,0 0,0 33,3
Ac. pipemidico 0,0 n.s n.a.
Norfloxacina 0,0 n.s n.s.
Ciprofloxacina 0,0 20,0 0,0
Nitrofurantoina 0,0 n.a n.a.
Cotrimoxazolo 9,0 20,0 n.a.
Fosfomicina 9,0 100 n.a.
Minociclina 42,8 80,0 n.a.
Cloramfenicolo 18,2 0,0 n.s.

n.a. = non applicabile; n.s. = non saggiato.

saggiati sono stati ottenuti risultati sovrapponibili. Nei
confronti di un ceppo su tre di P aeruginosa, amikacina,
ceftazidime, cefotaxime e piperacillina-tazobactam non
hanno mostrato attivita inibente, mentre cefepime, imipe-
nem, aztreonam e ciprofloxacina sono risultati capaci di
prevenire la crescita di tutti gli isolati.

In un caso ¢ stato possibile seguire con continuita I’e-
voluzione microbiologica sino a evidenziare le caratteri-
stiche peculiari del patogeno responsabile dell’infezione.
Da un gatto europeo, affetto da otite purulenta e in tera-
pia con ciprofloxacina, & stato prelevato un primo cam-
pione dal quale ¢ stato isolato un ceppo di Escherichia co-
/7. Tl germe presentava diverse resistenze agli antibiotici
che includevano ciprofloxacina, cotrimoxazolo, cefalo-
sporine di I e IT generazione e penicilline con inibitore di
B-lattamasi. Dopo circa un mese & giunto al laboratorio
un secondo campione di pus con I'indicazione che I'infe-
zione era stata trattata con cefotaxime. L'esame micro-
biologico ha evidenziato la presenza di un Enterococcus
faecalis che veicolava resistenza ai macrolidi e alle tetraci-
cline. Trascorso un periodo di circa 6 settimane al labo-
ratorio & stato recapitato un nuovo campione di pus. Il
gatto era stato trattato con amoxicillina in combinazione
con rifampicina ma senza successo. Da questo campione
¢ stato isolato un ceppo di Escherichia coli che ¢ risultato
sensibile al cotrimossazolo, fluorochinoloni, aminoglico-

sidi, carbapenemici e resistente al cloramfenicolo, tetraci-
cline e fosfomicina. Oltre ai saggi usuali per la valutazio-
ne della sensibilita agli antibiotici sono state eseguite ul-
teriori prove tese alla valutazione della produzione di
biofilm. Il ceppo é risultato positivo per la sintesi di que-
sto glicocalice e sulla base del responso dell’antibiogram-
ma ¢& stato suggerito I'impiego topico di clorexidina asso-
ciata a un aminoglicoside che ha risolto 'infezione. L’esa-
me sui ceppi precedentemente isolati non ha evidenziato
alcun produttore di biofilm.

DISCUSSIONE

L'indagine mette in luce il ruolo predominante degli sta-
filococchi, Enterobacteriaceae e P. aeruginosa, che preval-
gono in frequenza di isolamento su tutti i rimanenti mi-
crorganismi.

I batteri appartenenti al genere Staphylococcus sono lar-
gamente diffusi nell’ambiente e costituiscono i pitt comuni
saprofiti della cute e delle mucose dell'uomo e degli ani-
mali. La loro azione patogena ¢, per lo piu, di tipo oppor-
tunistico, in presenza di fattori favorevoli, infatti, essi rie-
scono a raggiungere le zone piu interne dell’organismo
ospite. Puo verificarsi inoltre batteremia con formazioni di
ascessi. Sono poi responsabili di malattie specifiche quali
piodermite, mastite, endometrite, otite nel cane e nel
gatto?*?,

Come ¢ emerso da questa indagine ed ¢ noto dai dati
della letteratura, per S. aureus & prudente considerare inef-
ficace la penicillina anche nei ceppi OXA-S a causa dell’e-
levata capacita di sintetizzare B-lattamasi®?*®. Negli stafilo-
cocchi, la resistenza alla meticillina (ceppi MRSA), oltre a
indicare la perdita di attivita di qualsiasi B-lattamico, &
usualmente accompagnata da elevati tassi di resistenza an-
che verso altri antimicrobici?*?’. Teicoplanina, cloramfeni-
colo, cotrimossazolo, fosfomicina e altri composti, tuttavia
si pongono come valide alternative terapeutiche. Global-
mente si assiste ad una evoluzione negativa di S. aureus
verso la resistenza ai glicopeptidi®®*°, con la descrizione
dei primi ceppi resistenti alla vancomicina (VRSA) porta-
tori del gene vanA acquisito dall’enterococco’'??, che for-
tunatamente non ha ancora invaso il campo veterinario®.

Vale la pena ricordare che per I'identificazione di questi
fenotipi di resistenza sono necessari saggi specifici che
vanno inclusi nella routine. Esistono ormai pubblicazioni
accessibili a tutti, laboratori e clinici, perché da entrambe
le parti si operi di concerto un’azione comune per accerta-
re correttamente la resistenza agli antibiotici sia in S. au-
reus, sia in molti altri germi opportunisti?’***°,

Sul piano della patologia veterinaria, le infezioni soste-
nute dalle Enterobacteriaceae assumono particolare impor-
tanza sia perché rappresentano una frequente causa di ma-
lattia negli animali domestici con elevata morbilita, sia per-
ché le infezioni da essi provocate possono essere trasmesse
dagli animali all'uomo!%-12¢37,

Le scelte terapeutiche per il trattamento di queste infe-
zioni rimangono relativamente ampie. Risultano infatti ef-
ficaci in vitro molte classi di composti, come i B-lattamici
con l'eccezione delle penicilline non protette, mentre non
appaiono particolarmente attive le tetracicline.

Le Enterobacteriaceae, soprattutto quelle isolate in am-



biente ospedaliero da dove emigrano e si ritrovano in di-
versi ambienti, sono in grado di produrre B-lattamasi a
spettro esteso (ESBL) capaci di inattivare le cefalosporine
di IIT e IV generazione e piperacillina/tazobactam’®. La
diffusione di questi ceppi resistenti appare molto variabile
dal punto di vista geografico. Numerose fonti documenta-
no tuttavia ’elevata incidenza dei ceppi produttori di
ESBL e delle resistenze alle cefalosporine®. Tali incidenze
rischiano di essere sottostimate nel caso in cui il laborato-
rio non sia particolarmente ben addestrato, in quanto i
ceppi produttori di ESBL possono non essere identificati
in vitro e dar luogo a fallimenti in vivo*'. Per quanto nella
presente indagine non siano stati ritrovati germi dotati di
queste caratteristiche, in ambito veterinario esistono gia
segnalazioni in proposito®.

P aeruginosa & un germe frequentemente coinvolto in
patologie sostenute in via primaria da altri microrganismi
e solo di rado causa principale di malattia. Le forme mor-
bose conseguenti all’infezione si traducono in fenomeni a
carattere setticemico o in processi infiammatori circoscrit-
ti a vari organi e apparati quali dermatiti, piodermiti, oti-
ti, flogosi urinarie (cistiti e pieliti)*’*°. Il coinvolgimento
di P aeruginosa in varie situazioni patologiche puo essere
accertato soltanto per mezzo di esami batteriologici.
Eventuali interventi terapeutici debbono tenere conto
della resistenza che il germe manifesta e facilmente acqui-
sisce nei confronti di diversi antibiotici; rimane buona
norma affidare la giusta scelta del farmaco all’esito del-
Pantibiogramma®73740,

11 biofilm si dimostra un fondamentale fattore di viru-
lenza in infezioni quali la carie dentale, le periodontiti, le
colecistiti, le osteomieliti, la prostatite, le endocarditi, oti-
te media acuta, la sinusite, la fibrosi cistica e riacutizzazio-
ni infettive delle broncopneumopatie croniche
ostruttive*'. Il biofilm svolge inoltre un ruolo di prim’or-
dine nel promuovere la colonizzazione delle superfici di
corpi estranei, come protesi, valvole cardiache o cateteri
vascolari e urinari*'. Esso infatti, tramite I'involucro poli-
saccaridico, protegge i microrganismi dall’azione degli an-
tibiotici mantenendo vitali i germi al suo interno e si op-
pone anche alle difese aspecifiche e specifiche dell’organi-
smo ospite quali la fagocitosi, Iattivita degli anticorpi e
del complemento* . Questo potrebbe spiegare la diffi-
colta nell’ottenere successi terapeutici quando sono coin-
volti germi produttori di questo polisaccaride come nel
caso riportato in questo studio.

Da queste osservazioni emerge un quadro della resi-
stenza agli antibiotici non particolarmente preoccupante
in termini di diffusione. Il campione ha una consistenza
piuttosto modesta e dovra irrobustirsi con indagini pit
ampie includenti un numero maggiore di batteri. Va ri-
cordato che I'ambiente clinico in tutte le sue componenti
vive una forte evoluzione verso la resistenza agli antibio-
tici che va tenuta presente considerando la disseminazio-
ne, la persistenza e lo scambio di microrganismi tra uo-
mo e animalil®P+#4,
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