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Sensibilita ai macrolidi di Streptococcus pyogenes: monitoraggio degli isolati provenienti da tam-
pone faringeo nel periodo novembre 2003-settembre 2006

SUMMARY

Background: Streptococcus pyogenes can cause acute suppurative infections (tonsillitis and pharyngitis) and seri-
ous complications like rheumatic fever or acute post-streptococcal glomerulonephritis. Antibiotic treatment of
streptococcal infections is recommended and penicillin is the therapy of choice, moreover, macrolides represent
an important alternative particularly for patients with B-lactam-associated allergies. However, increasing resist-
ance of S. pyogenes to macrolides has been observed in some European countries (especially in Spain and Italy)
in the last decade. This study was conducted to update our knowledge on this evolution.

Materials and methods: A total of 128 clinical strains of S. pyogenes isolated from 933 throat swabs collect-
ed in the Clinical Microbiological Laboratory of Ovada (ASL 22) between November 2003 and September 2006
were tested for their susceptibility to erythromycin, clindamycin and rokitamycin. The phenotype of macrolide
resistance was determined by the triple-disc diffusion test method (Giovanetti et al, 1999).

Results: S. pyogenes strains isolated between November 2003 and December 2005 showed a percentage of
macrolide-resistance of |5%; more precisely 9% with phenotype M and 6% with phenotype iMLS. Only 3 of the
28 isolates (10.7%) collected between January-September 2006 were macrolide-resistant (phenotype M).All 128
isolates were fully susceptible to rokitamycin.

Conclusion: Macrolide resistance rates determined in the present study were relatively low in comparison to the
values registered in our country in the last decade. Efflux of the drug (phenotype M) is the predominating mechanism.
This type of resistance does not affect the activity of macrolides |6-membered (e.g. rokitamicin). However, changes of
resistance rates and their prevailing mechanisms can occur rapidly. For safe empirical prescription of macrolides, fur-
ther surveillance studies that include the identification of resistance mechanisms are required to follow current trends.

Received February 1, 2007

INTRODUZIONE

Streptococcus pyogenes ¢€ il principale agente
eziologico batterico responsabile di faringo-ton-
silliti acute. Questo patogeno pud causare anche
gravi complicanze come la febbre reumatica e la
glomerulonefrite acuta (18, 23). La penicillina
resta 1’antibiotico di scelta per la terapia delle
infezioni streptococciche, mentre i macrolidi rap-
presentano, specie nei soggetti con ipersensibilita
ai beta-lattamici, il trattamento alternativo piu dif-
fuso (9, 11, 24). Sebbene S. pyogenes mantenga
tuttora una sensibilita in vitro del 100% nei con-
fronti della penicillina, ¢ possibile che in alcuni
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casi I’antibiotico non riesca a produrre 1’eradica-
zione del patogeno. E stato infatti dimostrato che
alcuni stipiti di Streptococco di gruppo A possono
penetrare all’interno delle cellule dell’epitelio
respiratorio sfuggendo quindi all’azione di quegli
antibiotici, come la penicillina, incapaci di attra-
versare la membrana cellulare (25). Questa sco-
perta e il concomitante incremento dell’incidenza
di patogeni come Mycoplasma prneumoniae e
Chlamydia pneumoniae hanno favorito un utiliz-
zo clinico molto diffuso dei macrolidi (10). Negli
ultimi anni, tuttavia, si ¢ assistito in vari paesi
europei (inclusa 1’Italia) ad un significativo
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aumento della resistenza di S. pyogenes nei con-
fronti di questa classe di farmaci (3, 8, 15, 17, 9).
La resistenza ai macrolidi pué manifestarsi attra-
verso meccanismi differenti, i pit comuni sono
I’alterazione della subunita ribosomale 50S (con
conseguente ridotta affinita nei confronti del far-
maco) oppure |’efflusso attivo dell’antibiotico
dalla cellula (1, 21). La modificazione enzimatica
del ribosoma batterico avviene ad opera di meti-
lasi codificate da geni erm e la resistenza si puo
esprimere con fenotipo inducibile (iMLS) o costi-
tutivo (cMLS). La presenza dei geni erm conferi-
sce sempre resistenza ad alto livello a tutti i
macrolidi a 14 e 15 atomi e, se la metilasi ¢ pro-
dotta costitutivamente, si puo avere anche resi-
stenza alle molecole a 16 atomi, lincosamidi,
streptogramine. Il gene mef, largamente diffuso
nei ceppi di S. pyogenes, conferisce tramite un
meccanismo di efflusso resistenza alle molecole a
14 e 15 atomi ma non a macrolidi a 16 atomi, lin-
cosamidi o streptogramine (fenotipo M). I deter-
minanti genetici della resistenza ai macrolidi si
trovano in plasmidi e trasposoni spesso associati
con geni veicolanti altre resistenze antibiotiche.
Alcuni ceppi possono albergare contemporanea-
mente geni erm € mef, in quanto la presenza del-
I’'uno non condiziona I’acquisizione dell’ altro.
(26-28, 30, 32, 33).

Questo studio epidemiologico locale si propone
di stimare I’incidenza di S. pyogenes sul totale dei
tamponi faringei eseguiti nel periodo di tempo
preso in esame (considerando sia la popolazione
pediatrica sia quella adulta) e monitorare la resi-
stenza manifestata da questo patogeno nei con-
fronti dei macrolidi a 14 e a 16 atomi.

MATERIALI E METODI

Nel periodo Novembre 2003 — Settembre 2006
presso il Laboratorio Analisi Chimico Cliniche
e Microbiologiche dell’ASL 22 (Acqui Terme,
Novi Ligure, Ovada), P.O. di Ovada, S.S. di
Microbiologia, sono stati eseguiti, sia su pazien-
ti ospedalizzati sia di provenienza comunitaria,
933 tamponi orofaringei per la ricerca di
Streptococcus pyogenes.

La semina dei tamponi ¢ stata effettuata su
Columbia CNA agar base (bioMérieux Italia
S.p.A., Roma, Italy), contenente 10 mg/l di coli-
stina ¢ 15 mg/1 di acido nalidixico che inibiscono
la crescita dei germi Gram-negativi, addizionato
con 5% di sangue defibrinato di montone.

S. pyvogenes forma su questo terreno colonie tra-
sparenti o traslucide con superfici lisce, bordi
regolari e con alone di B-emolisi ben definito.
L’appartenenza di ciascun isolato al gruppo A ¢
stata verificata anche tramite il saggio della sensi-
bilita alla bacitracina, impiegando un dischetto da
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0,04 U (Mast Group Ltd, Merseyside, UK), posto
su una piastra di agar sangue inoculata con il
ceppo in esame. Gli isolati su CNA sono stati
ulteriormente identificati per il gruppo A median-
te test di agglutinazione al lattice (Oxoid S.p.A.,
Milano, Italy).

I tamponi risultati positivi sono stati classificati in
base alla provenienza ed all’eta del paziente.

Al fine di determinare il fenotipo di resistenza
degli isolati di S. pyogenes verso i macrolidi
(cMLS, iMLS oppure M) sono stati impiegati un
dischetto di Eritromicina (15 pg), uno di
Clindamicina (2 pg) ed uno di Rokitamicina (30
ng). I dischetti sono stati posti a una distanza di
1.5-2 cm uno dall’altro sulla superficie di una pia-
stra di terreno Mueller-Hinton (MH) agar addizio-
nato con sangue di montone 0.5% inoculata con
una sospensione (torbidita 0.5 McFarland) del
ceppo da esaminare (21, 30). Dopo 18 ore di incu-
bazione a 37°C, la comparsa di inibizione attorno
al dischetto di clindamicina (diametro >19 mm)
indicava il fenotipo M, mentre la deformazione
dell’alone di inibizione attorno al dischetto di
clindamicina nella zona adiacente a quello di eri-
tromicina indicava il fenotipo iMLS. 1’assenza di
un alone di inibizione attorno ad entrambi i
dischetti indicava invece resistenza costitutiva
(cMLS). S. pyogenes ATCC 19615 e S. pneumo-
niae ATCC 49619 sono stati utilizzati come con-
trolli di qualita.

RISULTATI

Dei 933 tamponi eseguiti, 128 sono risultati posi-
tivi per S. pyogenes di gruppo A (con una percen-
tuale pari al 13.7%): 65 isolati provenivano da
pazienti adulti (2 dei quali ospedalizzati) e 63 da
soggetti con eta inferiore ai 12 anni (tutti esterni).
L’incidenza del patogeno in esame per ciascun
anno del periodo di tempo considerato ¢ riportata
nella figura I: nel 2004 e 2005 ¢ risultata essere il
16%, con un lieve calo nel 2006 (11%).

Nelle tabelle 1 e 2 sono indicate le percentuali di
sensibilita ai macrolidi degli stipiti di S. pyogenes
isolati da soggetti adulti e pediatrici (eta inferiore
ai 12 anni ) nei periodi Novembre 2003-Dicembre
2005 e Gennaio 2006-Settembre 2006. Tutti i 128
ceppi analizzati hanno presentato piena sensibili-
ta alla rokitamicina. I risultati ottenuti nel biennio
2004-2005 hanno mostrato una sensibilita all’eri-
tromicina dell’85%, superiore nei pazienti adulti
(88.9%) rispetto a quelli pediatrici (81.8%). Tra il
15% di ceppi che sono risultati resistenti il 9%
presentava fenotipo M e il 6% fenotipo iMLS. 1l
fenotipo M ¢ apparso piu diffuso nei pazienti
pediatrici (8 ceppi su 10) rispetto a quelli adulti in
cui invece prevaleva il fenotipo iMLS (4 ceppi su
5). Nel 2006 la percentuale di resistenza all’eri-
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tromicina ¢ scesa al 10.7% con solamente 3 stipi-
ti con fenotipo M su 28 isolati analizzati, 2 dei
quali provenivano da pazienti pediatrici € uno da
soggetto adulto.
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Figura 1. Incidenza di S. pyogenes relativamente al totale dei
tamponi faringei analizzati in ciascun anno (2004, 2005, 2006).

Tabella 1. Percentudli di sensibilita ai macrolidi degli stipiti di S.
pyogenes isolati da soggetti adulti e pediatrici nel periodo
Novembre 2003-Dicembre 2005.

Pazienti Antibiotici S 1 R
(n. ceppi saggiati) Percentuale (n. ceppi)
Adulti (45) ERY  889% (40) 6.7% (3) 4.4%(2)
CLY  91.1% (41) 67%(3) 22%(l)
ROK  100% (45) 0 0
Pediatrici (55) ERY  81.8% (45) 14.5% (8) 3.6% (2)
CLY  96.4% (53) 3.6% (2) 0
ROK  100% (55) 0 0
TOTALI (100) ERY 85% 11% 4%
CLY 94% 5% 1%
ROK 100% 0 0

Legenda: S: sensibile, I: intermedio R: resistente; ERY: eritromicina,
CLY: clindamicina, ROK rokitamicina

Tabella 2. Percentuadli di sensibilita ai macrolidi degli stipiti di S.
pyogenes isolati da soggetti adulti e pediatrici nel periodo
Gennaio 2006 - Settembre 2006.

Pazienti Antibiotici S 1 R
(n. ceppi saggiati) Percentuale (n. ceppi)
Adulti (20) ERY 95% (19) 0 5% (1)
CLYy 100% (20) 0 0
ROK  100% (20) 0 0
Pediatrici (8) ERY 75% (6)  25% (2) 0
CLY 100% (8) 0 0
ROK 100% (8) 0 0
TOTALI (28) ERY 89.3% (25) 7.1%(2) 3.6%(l)
CLY 100% (28) (0) 0)
ROK 100% (28) (0) (0)

Legenda: S: sensibile, I: intermedio R: resistente; ERY: eritromicina,
CLY: clindamicina, ROK rokitamicina.
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CONCLUSIONI

La percentuale di resistenza ai macrolidi riscon-
trata nel presente studio nella realta locale esami-
nata, si ¢ rivelata relativamente bassa se parago-
nata ai valori registrati nel nostro paese nel corso
del precedente decennio. Tra il 1991 a il 1996,
infatti, la percentuale di resistenza all’eritromici-
na in S. pyogenes in Italia ¢ cresciuta fino a rag-
giungere in alcune aree geografiche valori supe-
riori al 40%, per poi decrescere negli anni succes-
sivi (4-6, 12, 15-17, 34).

Lo studio ha inoltre dimostrato che, negli isolati
di S. pyogenes con mancata sensibilita ai macroli-
di, la resistenza era conferita principalmente da
meccanismo di efflusso (fenotipo M). Dal
momento che questo tipo di resistenza non
influenza I’attivita dei macrolidi a 16 atomi (come
la rokitamicina), essi possono in taluni casi forni-
re un certo vantaggio clinico rispetto alle altre
molecole di questa classe.

E interessante sottolineare che non ¢& stato isolato
alcun stipite di S. pyogenes con fenotipo cMLS:
tuttavia, per confermare questo dato, sarebbe
opportuno poter analizzare un maggior numero di
ceppi resistenti ai macrolidi.

Una relazione tra I’impiego clinico dei macrolidi
e la diffusione della resistenza negli Streptococchi
di gruppo A ¢ stato segnalato in diversi studi (2, 6-
7, 13-14, 19-20, 22, 31). L’intervallo di tempo
necessario affinché una variazione nell’utilizzo di
questi farmaci modifichi in maniera significativa
I’antibiotico-sensibilita non ¢ tuttavia prevedibile.
Pertanto, studi epidemiologici di sorveglianza
come questo sono auspicabili non solo per moni-
torare I’andamento della resistenza e dei meccani-
smi coinvolti nella sua insorgenza, ma anche per
salvaguardare I’utilizzo clinico dei macrolidi.
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