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B INTRODUZIONE

batteri Gram negativi della famiglia Entero-
I bacteriaceae sono tra i pitl frequenti agenti ezio-

logici di vari tipi di infezione. I fluorochinoloni
e le cefalosporine ad ampio spettro sono gli anti-
biotici pili comunemente impiegati nella pratica
clinica, ma la resistenza a queste molecole ¢ in au-
mento in tutto il mondo [1]. La produzione di en-
zimi come le beta-lattamasi ad ampio spettro (E-
SBL) e I'ampicillinasi C (AmpC) ¢ il principale
meccanismo di resistenza acquisita alle cefalo-
sporine ad ampio spettro nelle Enterobacteriaceae.
Le ESBL sono in grado di idrolizzare tutte le ce-
falosporine, la piperacillina e I’aztreonam, ma ri-
sultano sensibili almeno in vitro agli inibitori sui-
cidi delle penicillinasi, mentre I’'ampicillinasi C
conferisce resistenza anche a tutti gli inibitori sui-
cidi e alle cefamicine ma puo conservare una sen-
sibilita residua verso il cefepime. I ceppi produt-
tori di questi enzimi sono spesso resistenti anche
ad aminoglicosidi, tetracicline, cotrimossazolo e
fluorochinoloni [2]. La resistenza ai fluorochino-
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loni puo essere mediata da una modifica o una
protezione delle molecole bersaglio, da pompe di
efflusso o enzimi che modificano il farmaco [3].
Gli schemi terapeutici pitt utilizzati per le infe-
zioni gravi causate da Enterobacteriaceae produt-
trici di ESBL o AmpC si basano sull’'impiego dei
carbapenemici.

Nell'ultimo decennio 'uso di questi farmaci &
largamente aumentato, con conseguente sele-
zione di ceppi resistenti ai carbapenemici tra le
Enterobacteriaceae, ma anche tra i batteri Gram
negativi non fermentanti come Pseudomonas spp
ed Acinetobacter baumannii e alla diffusione di
nuovi meccanismi di resistenza come la produ-
zione di carbapenemasi [4]. Per questo motivo
importante individuare schemi terapeutici al-
ternativi, non basati sui carbapenemici, efficaci
verso batteri Gram negativi resistenti. Per i cep-
pi produttori di ESBL, 'uso di piperacillina/ta-
zobactam é stato proposto sulla base dell’effica-
cia in vitro e della risposta clinica riportata in al-
cuni casi [5]. D’altra parte, sono stati descritti
anche casi di fallimento clinico ed ¢ stato ipo-
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tizzato un effetto inoculo per spiegare una falsa
sensibilita in vitro [6].

L’ulifloxacina e un fluorochinolone con attivita
in vitro verso batteri Gram negativi e Gram po-
sitivi comunemente isolati in caso di bronchite
cronica, polmonite e infezione delle vie urina-
rie. Inoltre, 1'ulifloxacina ha mostrato una mi-
nore tendenza di ciprofloxacina a selezionare
batteri resistenti ed ha la migliore attivita verso
Pseudomonas aeruginosa tra i fluorochinoloni [7].
Una terapia di associazione puo migliorare 1'ef-
ficacia dei singoli antibiotici e prevenire la sele-
zione di germi resistenti. Nel nostro studio ab-
biamo analizzato 1'attivita in vitro della combi-
nazione di ulifloxacina e piperacillina/tazobac-
tam e dimostrato il frequente sinergismo verso
ceppi di Enterobacteriaceae produttori di ESBL e
AmpC.

Il MATERIALI E METODI

Sono stati presi in esame 10 isolati clinici ap-
partenenti alla famiglia delle Enterobacteriaceae:
8 ceppi di varie specie produttori di beta-latta-
masi ESBL o AmpC, un ceppo di Klebsiella oxy-
toca produttore dell’enzima K1 e un ceppo di
Salmonella enterica sierotipo parathypi A che ri-
sultava sensibile ai fluorochinoloni in vitro, ma
isolato in un caso di fallimento clinico con ci-
profloxacina in monoterapia (Tabella 1). Tutti i
ceppi sono stati isolati presso il laboratorio di
Microbiologia dell’Unita di Malattie Infettive di
Pisa. La produzione di ESBL in Escherichia coli,
Proteus mirabilis e Klebsiella spp € stata dimostra-
ta secondo i criteri indicati dal Clinical and Labo-
ratory Standard Institute (CLSI) [8]. La produzio-
ne di ESBL & stata dimostrata con il test del

Tabella 1 - Isolati, meccanismo di resistenza, precedente trattamento antibiotico, MIC dei fluorchinoloni, MIC
di ulifloxacina e piperacillina/tazobactam da soli e in associazione, Indice di Concentrazione Inibitoria Frazio-

nata (SFIC).
Ceppo  Specie Sito di Terapia Meccanismo  MIC ~ MIC ~ MIC MIC MIC MIC YFIC
isolamento precedente diresistenza  CIP  LEV ULl  ULI+ TZP TZP+
(risultato clinico) (mg/L) (mg/L) (mg/L) TZP  (mg/L) ULI
(mg/L) (mg/L)
226 Serratia Osso amoxicillina/ AmpC 075 075 025 006 128 4 0,28
marcescens clavulanato
211 Enterobacter Liquido ceftriaxone AmpC 0,06 0,06 0,03 0,007 128 32 0,25
cloacae peritoneale
210 Escherichin  Liquido amoxicillina/ CTX-M-1 0,015 0,03 0,015 0007 32 16 1
coli peritoneale  clavulanato ESBL
201  Kiebsiella Sangue, ceftriaxone TEM-1, 0,75 0,75 0,25 0,06 2 0,12 0,18
pneumoniae  elettrodo SHV-28
di pace- ESBL
maker
202 Proteus Piede amoxicillina/ TEM-92 6 6 4 1 2 1 0,75
mirabilis diabetico clavulanato ESBL
206 Proteus Bronco- ceftazidime TEM-92 2 2 05 0,12 512 32 0,31
mirabilis lavaggio ESBL
218  Escherichin ~ Piede amoxicillina/ TEM-92 0,19 0,25 0,06 0,015 16 2 0,15
coli diabetico clavulanato ESBL
300  Salmonella  Sangue Ciprofloxacina - 0,5 0,75 0,25 0,12 1 0,12 0,625
parathypi A (fallimento clinico)
204 Kiebsiella Piede amoxicillina/ K1 0,75 0,75 0,25 0,12 8 1 0,625
oxytoca diabetico clavulanato
215  Kiebsiella Bronco- ceftriaxone SHV-12 ESBL 0,38 0,38 0,25 0,12 256 128 1
oxytoca lavaggio
AmpC: ampicillinasi C; ESBL: beta-lattamasi ad ampio spettro; K1: betalattamasi K1; MIC: concentrazione minima inibente; FIC: concen-
trazione inibitoria frazionata; CIP: ciprofloxacina; LEV: levofloxacina; ULI: ulifloxacina; TZP: piperacillina/tazobactam; MIC ULI+TZP:
MIC di ulifloxacina in associazione; MIC TZP+ULI: MIC di piperacillina/tazobactam in associazione.
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doppio disco su piastra usando il cefepime co-
me beta-lattamico indicatore e la produzione di
AmpC e stata dimostrata con il test del doppio
disco su piastra con la cloxacillina, come gia de-
scritto in letteratura [9]. Gli isolati per cui e sta-
ta confermata la produzione di ESBL sono stati
ulteriormente studiati con la metodica della co-
lony blot hybridization, con sonde di DNA dei ge-
ni Bla,, Blag,, e Bla_,,, [10].

Le MIC per i chinoloni e per piperacillina/tazo-
bactam sono state inizialmente determinate
usando il metodo E-test®. Sulla base di dati pre-
liminari di farmacocinetica e farmacodinamica
sono stati adottati i seguenti breakpoints per
l'ulifloxacina: sensibile per valore di MIC=1
mg/L, intermedio per valore di MIC=2 mg/L,
resistente per valore di MIC =4 mg/L [11]. Per
piperacillina/tazobactam sono stati adottati i
breakpoints raccomandati dal CLSI [12].

Dopo l'isolamento in coltura da campioni clini-
ci i ceppi sono stati conservati a -80°C in terre-
no liquido tipo Brain Hearth Infusion addizio-
nato con glicerolo al 10%.

Ulifloxacina (Angelini Farmaceutici, S. Palomba,
Roma, Italia) e piperacillina/tazobactam (Sigma,
St. Louis MO, Stati Uniti) in polvere sono state
impiegate per preparare le soluzioni alle con-
centrazioni raccomandate dal CLSI, conservate a
-20°C per un massimo di due settimane.

La sensibilita verso ulifloxacina e piperacilli-
na/tazobactam e stata poi determinata con il
metodo della microdiluizione in brodo secondo
le indicazioni del CLSI [12].

Il sinergismo dei due antibiotici in combinazio-
ne & stato studiato con il “metodo della scac-
chiera” o checkerboard, incrociando diluizioni
scalari dei due antibiotici in terreno liquido
Mueller-Hinton con aggiunta di cationi (Oxoid)
con un inoculo batterico di 5x10° CFU/ml [12].
Abbiamo calcolato il rapporto tra MIC in com-
binazione e MIC del farmaco da solo, definito
come Concentrazione Inibitoria Frazionata
(fractional inhibitory concentrations: FIC), e la
somma delle FIC dei due farmaci, 1'Indice di
Concentrazione Inibitoria Frazionata (FICI o
SFIC), secondo la formula:

MIC dell’antibiotico A MIC dell’antibiotico B
in associazione in associazione
FICI= +
MIC dell’antibiotico A MIC dell’antibiotico B
da solo da solo

L’associazione ¢ stata considerata come sinergi-
ca per FICI inferiore o uguale a 0,5; parzialmen-

te sinergica per FICI tra 0,5 e 1; additiva per FI-
Cl uguale a 1, indifferente per FICI tra 1 e 4, an-
tagonistica per FICI superiore a 4.

I test sono stati considerati attendibili quando la
MIC di ogni antibiotico misurata inizialmente e
poi al checkerboard non differivano di piu di una
diluizione.

Il RISULTATI

La Tabella 1 mostra il sito da cui ¢ stato prele-
vato il campione, il meccanismo di resistenza e
la terapia praticata in precedenza, la sensibilita
verso i chinoloni e piperacillina/tazobactam e
I'effetto dell’associazione sulle MIC.

Tutti i dieci ceppi batterici sono stati isolati in
casi di infezioni gravi o difficili da trattare: 3 ca-
si di infezione del piede diabetico, 2 peritoniti
in cirrosi, 2 polmoniti, un caso di endocardite
associata a pace-maker con batteriemia, un caso
di osteomielite, un caso di febbre tifoide non re-
sponsiva alla ciprofloxacina. Prima del risultato
dell’esame colturale era stata impostata terapia
antibiotica empirica con amoxicillina-clavula-
nato in cinque casi, con ceftriaxone in tre casi,
con ceftazidime in un caso e con ciprofloxacina
in un altro caso. Tutti i casi erano andati incon-
tro a fallimento terapeutico.

Sei ceppi batterici sono risultati produttori di
ESBL di vario tipo e 2 di AmpC.

Tra i chinoloni, I'ulifloxacina e risultata la mo-
lecola con valori di MIC pit bassi (MIC,: 0,25
mg/L e MIC,: 0,19 mg/L), seguita dalla cipro-
floxacina (MIC,: 2 mg/L, MIC_: 0,38 mg/L) e
dalla levofloxacina (MIC,, 2 mg/L e MIC,: 0,75
mg/L). Per questo ¢ stata scelta 1'ulifloxacina
per studiarne l’associazione con la piperacilli-
na/tazobactam sugli isolati inclusi nello studio.
L’associazione ¢ risultata pienamente sinergica
nei confronti di 5 ceppi, inclusi due ceppi pro-
duttori di AmpC e tre ceppi produttori di ESBL,
parzialmente sinergica verso tre ceppi, inclusi
un ceppo produttore di ESBL e il ceppo di K.
oxytoca produttore di K1, additiva verso due
ceppi produttori di ESBL.

E interessante notare che I’associazione & risul-
tata sinergica anche verso ceppi che mostrava-
no una ridotta sensibilita ai due farmaci singo-
larmente, in particolare i ceppi 226, 211 e 206 re-
sistenti a piperacillina/tazobactam e il ceppo
202 resistente all’ulifloxacina, che invece risul-
tavano sensibili o intermedi allo stesso farmaco
in associazione e con MIC facilmente raggiun-
gibili alle dosi standard.




Il DISCUSSIONE

Una terapia antibiotica basata sui soli chinoloni
puo andare facilmente incontro a fallimento cli-
nico per la selezione di ceppi resistenti a causa
dell'insorgenza di mutazioni puntiformi in corso
di trattamento [13]. La probabilita di successo te-
rapeutico con i chinoloni sembra correlata alla
MIC , ma tale informazione non & sempre dispo-
nibile nella pratica clinica perché i sistemi auto-
matici studiano solo un numero limitato di con-
centrazioni del farmaco e spesso non danno un
valore preciso di MIC [14]. La piperacillina/tazo-
bactam ha una scarsa efficacia sui ceppi di Ente-
robacteriaceae produttori di AmpC mentre i ceppi
produttori di ESBL possono risultare falsamente
sensibili in vitro per un effetto inoculo. E consi-
gliabile quindi ricorrere ad una terapia d’associa-
zione almeno nelle infezioni gravi per aumentare
la probabilita di successo e ridurre il rischio di se-
lezionare ceppi resistenti. Sono stati descritti casi
di successo in vitro con l’associazione di levo-
floxacina con imipenem o piperacillina/tazobac-

tam nei confronti di isolati clinici di E. coli pro-
duttori di ESBL e levofloxacina con imipenem nei
confronti di P. aeruginosa [15, 16]. In quest'ultimo
caso la combinazione dei due farmaci é risultata
attiva anche su ceppi che mostravano una ridotta
sensibilita ad uno dei due farmaci. Nel nostro
studio abbiamo dimostrato in vitro il possibile si-
nergismo dell’associazione di piperacillina/tazo-
bactam e ulifloxacina verso ceppi di Enterobacte-
riaceae produttori di ESBL e AmpC. Riteniamo
che in casi selezionati il laboratorio di microbio-
logia possa utilizzare le tecniche descritte per aiu-
tare in tempo utile il clinico a scegliere la terapia
pit efficace, ottimizzare le risorse e ridurre il ri-
schio di selezionare germi resistenti.

Key words: ESBL, AmpC, synergism, ulifloxacin,
piperacillin/tazobactam.
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I batteri della famiglia Enterobacteriaceae produttori
di beta-lattamasi di tipo ESBL e AmpC sono ormai
di frequente riscontro nella pratica clinica. I carba-
penemici sono gli antibiotici pit utilizzati in questi
casi e di conseguenza la resistenza a queste moleco-
le e in aumento. E necessario quindi individuare
schemi terapeutici efficaci non basati sui carbapene-
mici. Abbiamo esaminato 10 ceppi di Enterobacteria-
ceae isolati da pazienti gia trattati con beta-lattamici
o chinoloni senza risposta clinica; 8 di questi isolati
erano produttori di ESBL o AmpC. L'ulifloxacina e
risultata avere concentrazioni minime inibenti
(MIC) inferiori a ciprofloxacina e levofloxacina.

RIASSUNTO

La combinazione di piperacillina/tazobactam e
ulifloxacina e risultata pienamente sinergica nei
confronti di 5 ceppi e parzialmente sinergica verso
3 ceppi. Tale combinazione é risultata sinergica an-
che nei confronti di 3 ceppi resistenti a piperacilli-
na/tazobactam e un ceppo resistente a ulifloxaci-
na, con MIC in combinazione facilmente raggiun-
gibili con dosi standard. I nostri risultati in vitro di-
mostrano una possibile attivita sinergica tra pipe-
racillina/tazobactam e ulifloxacina verso ceppi di
Enterobacteriaceae produttori di ESBL e AmpC. Stu-
di clinici potrebbero confermarne I'efficacia in vivo
di questa associazione antibiotica.

Extended spectrum beta-lactamase (ESBL) and ampicil-
linase C (AmpC) producing Enterobacteriaceae are
nowadays frequently isolated in clinical practice. Car-
bapenems are generally the drugs of choice in such a case
and resistance to these molecules is on the rise. Ratio-
nalizing their use is to be considered essential, possibly
identifying alternative regimens. We thus examined 10
strains of Enterobacteriaceae isolated from patients pre-
viously unsuccessfully treated with a beta-lactam or a
quinolone; eight strains were either ESBL or AmpC pro-
ducers. Ulifloxacin showed minimum inhibitory concen-
trations (MICs) lower than ciprofloxacin and lev-

SUMMARY

ofloxacin. Tested with the checkerboard method, the as-
sociation of ulifloxacin and piperacillin/tazobactam
proved fully synergistic on five strains and partially
synergistic on three. The above association was fully
synergistic towards three strains resistant to
piperacillin/tazobactam and one strain resistant to
ulifloxacin, with MICs in association easily obtainable at
standard doses. Our in vitro study demonstrates a syn-
ergistic activity of ulifloxacin and piperacillin/tazobac-
tam in association towards ESBL and AmpC-producing
Enterobacteriaceae. Clinical studies are needed to con-
firm in vivo the effectiveness of this regimen.
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