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APPLICAZIONE DELLA REAL-TIME PCR
ALLIDENTIFICAZIONE DI CAMPYLOBACTER
JEJUNI CIPROFLOXACINA RESISTENTI.

Dionisi A.M., Carattoli A., Luzzi I.
[stituto Superiore di Sanitd, Roma.

L’emergenza di ceppi di Campylobacter resistenti ai fluoro-
chinoloni in Europa e negli Stati Uniti, associata temporal-
mente con 1’uso di questi farmaci nella pratica veterinaria,
sta rappresentando un serio problema di sanita pubblica con-
nesso con le infezioni umane sostenute da questo microrga-
nismo. Sia i ceppi clinici che quelli isolati dal serbatoio ani-
male e dagli alimenti carnei presentano percentuali simili di
resistenza ai fluorochinoloni. In Italia, il 38% dei ceppi cli-
nici di C. jejuni ed il 55% dei C. coli, sono risultati resisten-
ti alla ciprofloxacina. Le percentuali sono ancora piu alte in
ceppi di origine animale. La resistenza alla ciprofloxacina
(MIC 232 pg/ml) ¢ associata alla presenza di una mutazione
sul gene codificante per la subunita A dell’enzima DNA gira-
si (codone 86 in Campylobacter). Lo scopo di questo studio
¢ stato quello di mettere a punto un sistema di identificazio-
ne di ceppi di C. jejuni ciprofloxacina-resistenti mediante
I’uso della tecnologia FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer) applicata alla PCR in tempo reale (Real-
Time PCR) da affiancare ad altre tecniche molecolari (PCR
e sequenziamento) e classiche (agar-diffusione e MIC). Sono
stati esaminati 23 ceppi di C. jejuni isolati nell’area del
Triveneto durante il 2000 da casi clinici, da animali da red-
dito e da alimenti carnei. I risultati ottenuti hanno mostrato
una concordanza del 100% tra la nostra tecnica e le tecniche
classiche; la tecnologia FRET discrimina perfettamente i
ceppi sensibili dai resistenti; inoltre ha permesso di indivi-
duare mutazioni diverse non associate alla resistenza.
Questo saggio permette uno screening rapido e riproducibile
di isolati di C. jejuni in relazione alla ciprofloxacina resi-
stenza. Inoltre permette una caratterizzazione molecolare di
isolati correlati spazialmente e temporalmente ¢ una valuta-
zione, in tempi brevi, dell’entita dell’antibiotico resistenza
nonche il suo andamento in ceppi isolati da fonti diverse.
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STREPTOCOCCUS PYOGENES: RESISTENZA IN
VITRO A ERITROMICINA, CLARITROMICINA,
ROKITAMICINA.
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Premessa: Streptococcus pyogenes ¢ responsabile della
maggior parte delle faringotonsilliti batteriche acute, che
richiedono terapia antibiotica appropriata.

Dati epidemiologici del nostro laboratorio, in accordo con i
numerosi dati bibliografici, documentano rispetto al decen-
genes nei confronti di eritromicina, macrolide ampiamente
prescritto da pediatri e medici di famiglia anche per la sua
buona tollerabilita.

Obiettivo: Lo studio si propone di analizzare la resistenza in
vitro di ceppi consecutivi di S. pyogenes nei confronti di
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macrolidi quali eritromicina, claritromicina, rokitamicina.
Materiali e metodi: Nel 1° trimestre 2003 sono stati isolati
71 ceppi consecutivi di S. pyogenes da tampone faringeo di
pazienti out-come, di eta compresa tra 2 e 69 anni. E’ stato
eseguito il saggio di sensibilita agli antibiotici utilizzando
dischetti di eritromicina (15mcg), claritromicina (15mcg) e
rokitamicina (30mcg) secondo il metodo di Kirby-Bauer. Gli
aloni di inibizione ottenuti sono stati interpretati secondo i
parametri NCCLS.

Risultati: sono risultati resistenti 29/71 ceppi (40.8%) a eri-
tromicina, 25/71 (35.2%) resistenti a claritromicina e 10/71
(14%) a rokitamicina.

Sommando ai ceppi resistenti quelli a resistenza intermedia
per la molecola di eritromicina, al 40.8% per la molecola di
claritromicina, 18.2% per la rokitamicina. Quattro (4) ceppi
eritromicina “resistenti” hanno dato un alone di inibizione
per claritromicina pari a 19 mm interpretati come “interme-
di” secondo i parametri NCCLS.

Conclusioni: Dai risultati ottenuti accanto all’aumento di
resistenza in vitro nei confronti di eritromicina si rileva una
resistenza di S. pyogenes a tutti i macrolidi saggiati solo nel
14% (10/71) dei ceppi, da ricondurre ad un meccanismo di
resistenza costitutiva, mentre nel restante 26.7% (19/71)
sono probabilmente implicati differenti meccanismi di resi-
stenza. Pertanto si ritiene che I’antibiogramma assuma un
importante valore predittivo positivo per 1’uso in vivo dei
macrolidi.
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SENSIBILITA ANTIMICROBICA DI ISOLATI DA
EMOCOLTURA IN PAZIENTI OSPEDALIZZATI:
INCIDENZA E TREND NEL PERIODO 2000-2002
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'Servizio di Microbiologia, Azienda Ospedaliera Policlinico,
Via del Pozzo 71, 41100 Modena

Obiettivo: Valutare il trend di sensibilita antibiotica dei
ceppi batterici isolati dalle emocolture di pazienti ospedaliz-
zati in relazione al reparto, dal 2000 al 2002.

Materiali e Metodi: L’analisi retrospettiva ¢ stata condotta
sulle emocolture pervenute al Laboratorio di Microbiologia
del Policlinico di Modena dal gennaio 2000 al dicembre
2002. Le emocolture sono state eseguite secondo le modali-
ta e le condizioni indicate nel protocollo concordato con i cli-
nici e incubate nel sistema automatico Bactec 9120 (Becton
Dickinson). L’identificazione e 1’antibiogramma sono stati
eseguiti con metodo automatico Vitek 1 (nel 2000), Vitek 2
(dal 2001) e con metodo manuale Biomerieux.

Risultati: Nel triennio 2000-2002 i flaconi processati sono
stati rispettivamente 18949 per il vial acrobio ¢ 16910 per il
vial anaerobio, con un incremento complessivo del 42,8%
determinato dai pazienti oncologici (+115%) e dalla nuova
casistica del Centro trapianti di fegato-intestino. La richiesta
media di emocolture ¢ distribuita nel modo seguente:18,6%
Malattie Infettive, 19,2 % Medicine, 17,5 Centro
Oncologico, 11,4% Rianimazione/Terapia Intensiva, 8,5%
trapianti fegato-intestino, 6,1% Nefrologia-Dialisi-Urologia,
5,8% Reparti Chirurgici, 5,6% Reparti Pediatrici e 2,2%
Malattie apparato respiratorio. La percentuale media di fla-
coni positivi ¢ stata del 12%. Gli Stafilococchi sono stati la
classe prevalentemente isolata (53%, 51%,56%),
Staphylococcus aureus (11%,9%,10%), Enterobacteriaceae
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