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RIASSUNTO

Il progetto Gispneumo si propone di valutare sul territorio Italiano I’epidemiologia delle resistenze dei principali
patogeni respiratori nei confronti degli antibiotici di piu frequente utilizzo. Per quanto concerne il monitoraggio
delle resistenze dello S. pyogenes, nel’anno 2001 e 2002 hanno partecipato al progetto rispettivamente 73 e 70
Laboratori di Microbiologia clinica. Sono stati isolati da materiale biologico 7324 ceppi di S. pyogenes nel 2001 e
6040 nel 2002 e ne & stata valutata la sensibilita ad eritromicina, claritromicina, azitromicina, rokitamicina e clin-
damicina. Mentre la percentuale dei ceppi resistenti ad eritromicina, claritromicina ed azitromicina si attestava
attorno al 28 %, per rokitamicina, macrolide a 16 atomi, € risultata del 4,2 % nel 2001 e del 4,9 % nel 2002. La
resistenza a clindamicina € stata del 12,1 % nel 2001 e del 10,7 % nel 2002. Le resistenze di S. pyogenes verso i
macrolidi e clindamicina erano distribuite in modo non uniforme sul territorio nazionale.

Per tutti gli antibiotici considerati € stata notata dal 1999 al 2001 una diminuzione delle percentuali di resisten-
za. Rokitamicina ha confermato di essere attiva su quasi tutti i ceppi di S. pyogenes superando, a differenza degli
altri macrolidi a 14 e |5 atomi, le resistenze mediate dai geni mefA e di una parte di quelle mediate dai geni erm
B o erm TR. Pertanto ¢ auspicabile I'inserimento costante di rokitamicina nelle prove di sensibilita “in vitro” di S.
pyogenes, in modo da fornire al clinico una valida alternativa terapeutica contro questo microrganismo.

INTRODUZIONE

Lo Streptococcus pyogenes normalmente coloniz-
za il tratto respiratorio superiore e costituisce la
specie di piu frequente riscontro nelle infezioni
delle prime vie aeree. E causa di faringotonsilliti,
di infezioni cutanee e sottocutanee, di sepsi puer-
perali, di scarlattina e delle caratteristiche sequele
post-streptococciche (febbre reumatica e glome-
rulonefrite acuta).

La faringotonsillite ¢ di per s¢ una malattia auto-
limitante, ma puo dare complicanze locali (asces-
si) con estensione a distretti anatomicamente
adiacenti (es. otiti medie, mastoiditi, sinusiti, etc.)
o generali (sepsi). Particolare attenzione va posta
alla prevenzione delle sequele post-streptococci-
che (glomerulonefrite e febbre reumatica (18)) e
conseguentemente alla importanza della completa
eradicazione di questo patogeno mediante ade-
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guato trattamento farmacologico.

La faringotonsillite streptococcica ¢ molto fre-
quente soprattutto in eta pediatrica. Circa il 30%
dei bambini con faringotonsillite presenta una col-
tura positiva per S. pyogenes di gruppo A (10, 23),
mentre un’infezione virale ¢ responsabile per il
rimanente 70% circa (21). Poiché solo le forme
sostenute da S. pyogenes necessitano di terapia
antibiotica, si intuisce quanto sia importante defi-
nire correttamente il patogeno coinvolto (6).

1l gold standard ¢ rappresentato dall’esame coltu-
rale del tampone faringeo. Tuttavia il clinico spes-
S0 non ricorre a questo esame in quanto, ancora
oggi, il tempo necessario per ottenere una risposta
definitiva dal laboratorio di microbiologia varia
tra le 48 e le 72 ore.

Una valida alternativa a questo esame ¢ il “test
microbiologico rapido” che il clinico puo fare al
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letto del paziente o nel proprio ambulatorio, e, nel
giro di pochi minuti ¢ in grado di fornire una
risposta attendibile sulla presenza dello S. pyoge-
nes € che molto verosimilmente sono affetti da
una faringotonsillite virale.

L’esecuzione di questi test evita in un’alta per-
centuale di casi di somministrare antibiotici a
pazienti con tampone faringeo negativo per S.
pyogenes.

Una terapia antibiotica adeguata, oltre a ridurre la
gravita della sintomatologia, diminuisce il rischio di
trasmissione del microrganismo e soprattutto pre-
viene le complicanze suppurative, il reumatismo
articolare acuto o la glomerulonefrite (1, 4, 6, 22).
Data I’incapacita di S. pyogenes a produrre beta-
lattamasi, gli antibiotici betalattamici sono tuttora
considerati farmaci di prima scelta (1), sebbene
nel 5-30% dei casi abbiano dimostrato di non
essere in grado di eradicare il patogeno dalla sede
di infezione. Recentemente, in uno studio pubbli-
cato da Neeman (17) ¢ stato osservato che un’al-
ta percentuale di pazienti affetti da faringotonsil-
lite streptococcica e trattati con penicillina, pur
essendo clinicamente guariti non hanno ottenuto
la eradicazione del patogeno. Cio ¢ riconducibile
alla presenza di ceppi di Streptococcus pyogenes
dotati del gene prtF1, che permette la internaliz-
zazione di questo microrganismo nelle cellule
epiteliali della tonsilla, eludendo quindi di fatto
I’azione di tutti gli antibiotici betalattamici.

E noto che mentre i betalattamici si distribuisco-
no nello spazio extracellulare, i macrolidi hanno
la capacita di penetrare all’interno delle cellule e
sono quindi in grado di assicurare la loro attivita
anche verso i microrganismi intracellulari (17).
Queste osservazioni, insieme all’aumentata inci-
denza di batteri tipicamente intracellulari come
M. pneumoniae ¢ C. pneumoniae quali agenti
responsabili di faringotonsillite, hanno favorito il
diffondersi dell’impiego dei macrolidi (10,15)
grazie anche alla loro estrema maneggevolezza.
Tuttavia, negli ultimi 6-7 anni diversi laboratori di
microbiologia clinica distribuiti su tutto il territo-
rio nazionale, hanno lamentato percentuali piu o
meno elevate di isolamento di ceppi di S. pyoge-
nes resistenti “in vitro” ad eritromicina.

Secondo i dati raccolti dal Progetto Artemis, nel
1997 la percentuale media di ceppi di S. pyogenes
resistenti ad eritromicina, sia nell’Italia del nord
che del centro e del sud, era intorno al 40% (19).
I meccanismi di questa resistenza sino ad oggi rico-
nosciuti sono la modificazione del sito del bersaglio
ribosomiale e un sistema di efflusso attivo. La modi-
ficazione del bersaglio avviene ad opera di metilasi
codificate dai geni erm B o erm TR e puo dar luogo
all’espressione di due diversi fenotipi, costitutivo o
inducibile. 11 primo di questi fenotipi ¢ in grado di
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contrastare 1’attivita di tutti i macrolidi, le lincosa-
midi e le streptogramine di gruppo B determinando
valori di ML.I.C. cosi elevati (> 128 mg/L) da non
poter esser raggiunti dall’antibiotico nella sede del-
I’infezione.

Un discorso completamente diverso riguarda il mec-
canismo di resistenza da efflusso mediato dall’e-
spressione del gene mef A, che tra I’altro ¢ il mecca-
nismo di piu frequente riscontro nel nostro Paese.
Questo meccanismo ¢ in grado di contrastare 1’at-
tivita dei macrolidi a 14 e 15 atomi, ma non quel-
la dei macrolidi a 16 atomi e delle lincosamidi.
Il monitoraggio delle resistenze dello S. pyogenes
ai macrolidi, iniziato nel 1999 con il Progetto
Gispyo, ¢ proseguito dal 2000 con il Progetto
Gispneumo mediante 1’utilizzo del sito internet
www.gispneumo.com , ha consentito sia ai micro-
biologi che ai clinici di poter attingere informa-
zioni in tempo reale sull’andamento delle resi-
stenze di questo patogeno nelle diverse Regioni
d’Italia.

Scopo della ricerca

Scopo di questa indagine ¢ il monitoraggio delle
resistenze di S. pyogenes negli anni 2001 ¢ 2002
ai diversi macrolidi (14, 15 e 16 atomi) ed alla
clindamicina.

Materiale e metodi

Lo studio ¢ stato pianificato per valutare la sensi-

bilita a diversi antibiotici di S. pyogenes di grup-

po A isolato da materiale proveniente da pazienti
con infezione delle vie aeree superiori. Allo scopo

i microbiologi partecipanti hanno inserito i dati

anagrafici e anamnestici del paziente (quali eta,

sesso, diagnosi, etc.) ed i risultati dell’antibio-
gramma su una scheda raccolta dati disponibile

sul sito internet www.gispneumo.com .

Seguendo le Linee Guida pubblicate sul sito ed

accettate da tutti i partecipanti, la semina del tam-

pone ¢ stata fatta generalmente dopo sospensione
in 1 mL di soluzione fisiologica sui seguenti ter-
reni di coltura:

e Agar Columbia con I’aggiunta del 5% di
sangue di montone (AS)

e Agar Sangue con aggiunta di agenti selettivi,
quali colistina - acido nalidixico (CNA) o cotri-
mossazolo (Streptococcus Selective Supplement).

L’anaerobiosi ¢ stata considerata I’atmosfera di

incubazione piu idonea rispetto alla capnofilia ed

alla aerobiosi. La temperatura di incubazione ¢
stata di 35° - 37°C per 18 — 24 ore.

La semina ¢ stata fatta direttamente su 4 quadran-

ti: sul primo ¢ stato strisciato il tampone, mentre

sugli altri tre quadranti, con un’ansa sterile da bat-
teriologia, si € proceduto alla dissociazione.

Per I’identificazione di S. pyogenes ¢ stata presa
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in considerazione la presenza di colonie su AS
con alone netto di emolisi (beta-emolisi), la sensi-
bilita a bacitracina (con dischetto da 0,4 U) e I’ag-
glutinazione con antisieri del commercio.

Per il test di sensibilita agli antibiotici la tecnica
piu utilizzata ¢ stata quella di Kirby-Bauer ovve-
ro dell’agar diffusione ponendo un dischetto anti-
biotato su piastra di Mueller-Hinton con il 5% di
sangue di montone (NCCLS 2000) insemenzata
con una sospensione preparata direttamente dalle
colonie cresciute in coltura (torbidita 0,5
McFarland).

L’incubazione a 35 - 37°C ¢ durata tutta la notte
in aerobiosi 0, sempre secondo I’NCCLS, in cap-
nofilia.

Per la determinazione della sensibilita in vitro,
ciascun microbiologo poteva comunque utilizzare
le tecniche comunemente in uso nel proprio labo-
ratorio.

Ai fini di questo studio sono stati considerati uno o
piu dei seguenti antibiotici: eritromicina, claritro-
micina, azitromicina, rokitamicina e clindamicina.

Risultati

Nell’anno 2001 hanno partecipato allo studio 73
laboratori di microbiologia clinica mentre nel
2002 ne sono stati coinvolti 70, distribuiti su tutto
il territorio nazionale. La tabella 1 riporta per
Regione sia il numero dei laboratori partecipanti
che il numero dei tamponi faringei esaminati.
Nel 2001 sono stati effettuati prelievi su 7324
pazienti; di questi il 45,5 % era di sesso maschile
e il 48,8% di sesso femminile (nel 2,7% dei casi il
sesso non ¢ stato registrato). Nel 2002 i pazienti
sono stati 6040; di questi 48,7 % erano maschi ed
il 49,2% femmine.

La figura 1 riporta la distribuzione delle patologie
per classi di eta.
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Tabella | - Laboratori partecipanti allindagine microbiologica
su S. pyogenes e tamponi inviati, elencati per regione in ordine
geogrdfico

Regioni 2001 2002
Centri n® Tamponi n® Centrin® Tamponi n°

Piemonte 3 469 4 206
Lombardia 16 1893 17 1818
Veneto 7 302 5 361
Friuli V.G. 2 274 2 343
Liguria 4 354 3 350
Emilia R. 8 975 6 528
Toscana 4 971 3 315
Umbria 3 480 3 242
Lazio 13 1200 10 1069
Abruzzo 0 0 | 60
Molise | 74 | 37
Campania 4 60 5 122
Puglia 3 163 3 78
Calabria 0 0 | Il
Sicilia 3 54 4 481
Sardegna 2 55 2 19
Totale 73 7324 70 6040

Tabella 2 - Percentuadli di resistenza “in vitro”dei ceppi di S. pyo-
genes isolati nei confronti degli antibiotici considerati

Antibiotici 2001 2002
Ceppi n° % R Ceppi n° % R
Eritromicina 7218 28 5931 26
Rokitamicina 6500 42 5108 49
Azitromicina 3141 28,7 2563 28,7
Claritromicina 2952 31 2088 29,7
Clindamicina 5689 12,1 4825 10,7

Tabella 3 - Percentuali di resistenza “in vitro”di ceppi di S. pyo-
genes testati contemporaneamente con tutti gli antibiotici consi-
derati

Antibiotici Anno 2001 Anno 2002
1960 ceppi 1603 ceppi

% R % R

Eritromicina 32,6 24,3

Rokitamicina 3,8 3,6

S. pyogenes ¢ stato isolato per lo piu da pazienti ~ Azitromicina 29,6 23,6
affetti da faringotonsillite (89,6% nel 2001 e Claritromicina 306 24,8
90,4% nel 2002) ed in minor misura da bronco- Clindamicina 116 .2
polmonite, otite o sinusite.

Date le patologie considerate, la bk

casistica era preyaleptemente rap- Anno 2001 ES&‘L S Anno 2002
presentata da pazienti ambulatoriali (5899 paz.) U Broncopolm. (4970 paz.)
(oltre 1’86%). O

Nella tabella 2 sono illustrate le per- w pAto

centuali complessive di resistenza E— 9%/

dei diversi antibiotici sia per il 2001 | =

che per il 2002. = 6%/
Eritromicina ¢ stata testata su 7218 ] s0% (1

ceppi nel 2001 e su 5931 1’anno suc- I ﬁ

cessivo, seguita nell’ordine da roki- ii 20%

tamicina, clindamicina, azitromicina ":f;

e claritromicina. 0-4 5-10 11-15 >16
Nel 2001 la percentuale di ceppi di anni

S. pyogenes resistenti ad eritromici-
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Figura | - Distribuzione percentuale delle patologie per classe di eta
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na era pari al 28% mentre I’anno successivo ¢
scesa al 26%.

Rokitamicina, testata su un numero considerevole
di isolati clinici (6500 nel 2001 e 5018 nel 2002),
ha fatto registrare percentuali di resistenza estre-
mamente basse (4.2 e 4.9% rispettivamente) con-
fermando la capacita di superare in vitro la mag-
gior parte delle resistenze evidenziate per i
macrolidi a 14 e 15 atomi. Anche nei confronti di
clindamicina, rokitamicina ha dimostrato di pos-
sedere una migliore attivita.

Per potere confrontare nel modo piu corretto le
percentuali di resistenza nei confronti dei diversi
antibiotici sono stati selezionati tutti i ceppi che
contemporaneamente erano stati sottoposti al sag-
gio di sensibilita con eritromicina, claritromicina,
azitromicina, rokitamicina e clindamicina. Il
numero di isolati considerati ¢ stato di 1960 ceppi
nel 2001 e 1603 nel 2002. I relativi risultati espo-
sti in tabella 3 dimostrano con chiarezza che per
eritromicina, azitromicina e claritromicina le per-
centuali di resistenza sono simili, comprese tra il
29 e il 32% per il 2001 e tra il 23 e il 24% per
I’anno successivo. Invece per rokitamicina, sugli
stessi ceppi, le percentuali di resistenza sono infe-
riori al 4% in entrambi gli anni.

Integrando 1 dati ottenuti a partire dall’anno 1999
(con il contributo del progetto Gispyo) con quelli
del presente studio, in tabella 4 viene illustrato
I’andamento delle resistenze nel corso degli ulti-
mi 4 anni (dal 1999 al 2002) su un totale com-
plessivo di circa 27.000 ceppi di S. pyogenes.
Questi risultati confermano il trend in diminuzio-
ne delle resistenze per tutti gli antibiotici conside-
rati.

Per meglio valutare la distribuzione locale delle
resistenze ai diversi macrolidi, in tabella 5 vengo-
no riportate le percentuali di resistenza rilevate
nei confronti di eritromicina, claritromicina, azi-
tromicina, rokitamicina e clindamicina nelle
diverse Regioni italiane (sono state considerate
solo le Regioni che avevano fornito risultati di
antibiogrammi su almeno 80 ceppi). La Regione
che nel 2001 lamentava il piu alto tasso di resi-
stenza a eritromicina era la Puglia (50.9%) men-
tre il Veneto si distingueva per la piu bassa per-
centuale (16.2%). Concordemente al dato nazio-
nale esposto in tabella 4, nel 2002 le percentuali
di resistenza ai macrolidi sono diminuite in quasi
tutte le Regioni italiane.

Discussione

I risultati di questo studio indicano che per il 2002
la percentuale di ceppi di S. pyogenes resistenti in
vitro ad eritromicina ¢ stata del 26% mentre con
rokitamicina, macrolide a 16 atomi, tale percen-
tuale si ¢ ridotta al 4,9%.
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Tabella 4 - Riepilogo casistica S. pyogenes: ceppi raccolti in 4
anni
Anno  Ceppi n° Eritromicina -R Clindamicina-R Rokitamicina-R

1999% 5199 3% 19 % 7%
2000* 8100 309 % 21,6 % 79 %
2001 7324 28 % 12,1 % 42 %
2002 6040 26 % 10,7 % 4,9 %

Totale 26663
*Progetto Gispyo (2)

Tabella 5 - Percentuali di resistenza “in vitro” dei ceppi di S.
pyogenes agli antibiotici considerati, per regione in ordine geogra-
fico. Sono stati considerati solo i Centri che hanno raccolto pitr di
80 ceppi batterici.

Antibiotico  Regione anno 2001 anno 2002
Ceppin® % R Ceppin® %R
Eritromicina Piemonte 461 33,4 194 247
Lombardia 1877 18,3 1797 19,5
Veneto 301 16,2 354 17,5
Friuli V.G. 271 29,5 343 10,8
Liguria 354 24,0 350 34,8
Emilia R. 972 27,9 526 22,6
Toscana 966 35,9 314 26,1
Umbria 479 30,2 241 27,0
Lazio 1137 32,0 1059 33,0
Puglia 163 50,9 66 28,8
Totale 6981 27,5 5244 23,8
Rokitamicina Piemonte 404 5,9 185 5,4
Lombardia 1721 2,7 1381 4,1
Veneto 301 1,7 352 2,0

Friuli V.G. 274 2,2 342 0

Emilia R. 965 6,0 506 6,9
Toscana 870 2,7 125 9,6
Umbria 409 8,5 222 7,6
Lazio 1147 42 1063 48
Totale 6091 4,0 4176 4,5
Lombardia 457 17,7 478 18,8

Azitromicina

Friuli V.G. 220 34,5 305 12,1
Umbria 411 26,5 189 19,0
Lazio 750 27,4 862 30,7
Totale 1838 25,7 1834 23,2
Claritromicina Lombardia 436 20,6 198 19,2
Veneto 205 3,9 114 0,9
Friuli V.G. 220 34,0 303 12,2
Emilia 185 432 124 274
Toscana 564 41,3 100 19,0
Lazio 898 34,0 825 359
Totale 2508 31,5 1664 25,5
Clindamicina Lombardia 1100 57 1470 72

Veneto 278 6,5 353 5,0
Friuli V.G. 274 2,9 34| 0,3
Liguria 295 17,6 350 254
Emilia R. 926 13,3 361 7,5
Toscana 967 6,5 315 9,8

Umbria 475 20,8 241 15,8
Lazio 974 20,6 985 15,4
Totale 5289 11,8 4416 10,5

Risultati molto simili erano stati ottenuti nel
2001. Questi dati mettono in risalto come I’attivi-
ta antibatterica in vitro di quest’ultima molecola
sia decisamente migliore rispetto a quella dei
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macrolidi a 14 e 15 atomi e della stessa clindami-
cina, come evidenziato dalla tabella 2. La notevo-
le differenza nelle percentuali di resistenza di S.
pyogenes a rokitamicina rispetto agli altri macro-
lidi, (evidenziata anche nella casistica relativa ai
ceppi contemporaneamente testati con tutti gli
antibiotici considerati, tabella 3), ¢ dovuta in
buona parte alla notevole presenza di ceppi con
fenotipo da efflusso (fenotipo M).

Se consideriamo i risultati degli antibiogrammi
eseguiti su quasi 27.000 ceppi di S. pyogenes iso-
lati dal 1999 al 2002 (tabella 4), si puo notare che
la resistenza di questo patogeno a tutti gli antibio-
tici considerati ¢ man mano diminuita. Infatti con
eritromicina si passa da una percentuale di resi-
stenza del 33% al 26% e con rokitamicina dal 7%
al 4,9%.

Questo studio ha confermato che la resistenza di
S. pyogenes ai macrolidi non ¢ distribuita in modo
uniforme sul territorio (tabella 5): infatti accanto
a regioni come il Friuli caratterizzate da una resi-
stenza a eritromicina inferiore all’11%, altre,
come la Liguria, lamentano per il 2002 una resi-
stenza del 34,8%. Lo stesso si puo dire per gli altri
antibiotici considerati; in particolare per rokitami-
cina si va dal 9,6% della Toscana allo 0% del
Friuli. La resistenza di questo patogeno ai diversi
macrolidi ¢ dunque distribuita a macchia di leo-
pardo, con differenze marcate anche in zone rela-
tivamente vicine: a titolo di esempio, a Capranica
(provincia di Viterbo) su 111 ceppi testati ¢ stata
rilevata una resistenza ad eritromicina pari al 10,5
% mentre a pochi chilometri di distanza (a
Viterbo) su 223 ceppi la resistenza ¢ risultata del
34,9 % sempre nello stesso anno.

Conclusioni

Eritromicina, claritromicina ed azitromicina
hanno dimostrato in vitro resistenze molto simili
(comunque superiori al 26%) nei confronti dei
ceppi di S. pyogenes considerati, mentre clinda-
micina e rokitamicina, con percentuali di resisten-
za rispettivamente vicine al 10% e al di sotto del
5%, hanno dimostrato migliore attivita nei con-
fronti di questo microrganismo.

Considerando la casistica raccolta in questi ultimi
anni, si pud notare una diminuzione delle resistenze
per tutti gli antibiotici presi in esame, che probabil-
mente potrebbe esser messa in relazione ad una
variata abitudine prescrittiva da parte del medico.
La necessita di mantenere bassi livelli di resisten-
za nei confronti di tutti i macrolidi ¢ di estrema
importanza soprattutto alla luce delle recenti
osservazioni che indicano che in un’alta percen-
tuale di pazienti affetti da faringotonsillite strep-
tococcica trattati con B-lattamici non si € ottenuta
I’eradicazione del patogeno, probabilmente a
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causa della internalizzazione di questo microrga-
nismo nelle cellule dell’epitelio tonsillare.

I risultati di questo studio epidemiologico confer-
mano che rokitamicina, macrolide a 16 atomi, ¢
capace di superare in vitro un’alta percentuale di
resistenze lamentate per i macrolidi a 14 ¢ 15
atomi, suggerendo quindi I’importanza e ['utilita
di inserire questo antibiotico nelle prove routina-
rie di sensibilita, in modo da fornire al clinico un
quadro completo delle reali alternative terapeuti-
che.
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