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INTRODUZIONE

Malgrado la presenza di alcuni disturbi suggestivi, la definizione e, di

conseguenza, la diagnosi di Infezione delle Vie Urinarie (IVU) risponde ad

un criterio microbiologico: la presenza nelle urine di una carica batterica

significativa di microrganismi patogeni. Nella genesi di un’infezione a

carico delle vie urinarie, giocano un ruolo importante 1’entita della carica

batterica, la virulenza del microrganismo ed i meccanismi di difesa

dell’ospite, mentre diverse anomalie congenite o acquisite delle vie urinarie

influiscono non poco come determinanti di una possibile infezione. Le

Infezioni delle Vie Urinarie rappresentano un capitolo importante

nell’ambito della Medicina Generale, collocandosi tra le piu importanti

cause di morbilita, di visita ambulatoriale e di costi sanitari. Appare dunque

evidente che I’ottimizzazione delle strategie di antibiotico-terapia per il

trattamento di tale stato patologico resta una delle priorita del Medico di

Medicina Generale, di concerto col lavoro dei Microbiologi. Il Medico di

Medicina Generale viene a confrontarsi, piu frequentemente, con infezioni

delle basse vie urinarie non complicate, prevalentemente cistiti, che hanno

una maggiore incidenza rispetto alle altre tipologie di infezioni urinarie. La



scelta empirica dell’antibiotico non puod prescindere da considerazioni di

tipo clinico, ma anche dalla probabile eziologia dell’infezione e dalla

prevalenza locale di resistenza degli uropatogeni agli antibiotici

comunemente utilizzati. Di conseguenza, il successo della terapia empirica

sara piu probabile se i dati a disposizione del Medico saranno il piu

possibile aggiornati ed indicativi della realta epidemiologica locale. Nella

maggioranza dei casi, una terapia antibiotica appropriata ¢ in grado di

risolvere 1’episodio acuto, mentre scarsi risultati sono ad oggi ottenibili nella

prevenzione delle infezioni urinarie ricorrenti, patologie sempre piu diffuse

specialmente nelle donne. Anche per tale motivo, recentemente, 1’attenzione

sia di clinici che di microbiologi, ¢ rivolta allo studio dei meccanismi di

patogenicita dei batteri uropatogeni (in particolare di E. coli) al fine di

individuare alternative alla antibiotico-profilassi in donne predisposte ad

infezioni urinarie ricorrenti. Di particolare interesse ¢ sicuramente lo studio

del principale meccanismo di patogenicita batterica: 1’adesivita alle cellule

uro-epiteliali.



CAPITOLO 1

L’apparato urinario

1.1 Descrizione

L’apparato urinario [Fig.1] svolge I’importante funzione di eliminare i

prodotti di rifiuto del catabolismo quali 1’urea, I’acido urico, la creatinina e

molte sostanze estranee all’organismo (farmaci e tossine). Inoltre, consente

la regolazione della concentrazione di numerosi elettroliti, presenti nel

fluido extracellulare, e dell’equilibrio acido-base dell’organismo. Esso ¢

costituito dai reni, due organi a forma di fagiolo posti retroperinealmente

nella cavita addominale, ai lati della colonna vertebrale. Essi sono collegati

agli ureteri, che hanno il compito di trasportare I’urina alla vescica e, da

qui, all’esterno attraverso l’uretra. Osservando la sezione del rene, si

possono distinguere due parti: una parte esterna, chiamata corticale; una

parte interna, chiamata midollare. La zona corticale si presenta di colore

rossastro marrone, con aspetto granulare, e contiene i glomeruli ed i tubuli

contorti (prossimali e distali). La zona midollare si presenta di colore piu

chiaro e con striature, dovute alla disposizione parallela delle anse di Henle,

dei dotti collettori e dei vasi sanguigni. La midollare del rene ¢ suddivisa, a



sua volta, in midollare esterna (adiacente alla corticale) ¢ midollare
interna. Il rene ¢ costituito da una dozzina di lobi, che sono formati da una
piramide di tessuto midollare e da una zona corticale che ne circonda la base
ed i lati. La punta della piramide midollare va a costituire la papilla renale,
che ha il compito di drenare I’urina nel calice minore. I calici minori,
unendosi, portano alla formazione del calice maggiore. Piu calici maggiori
confluiscono nella pelvi renale che, a sua volta, ¢ drenata dall’uretere.
L’uretere, I’arteria renale, la vena renale, i nervi ed i vasi linfatici entrano o
abbandonano il rene attraverso 1’ileo renale, costituito da una depressione

della superficie mediana.
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Figura 1 Struttura dell’apparato urinario



Ogni rene umano, nella struttura interna, contiene circa un milione di

nefroni [Fig. 2] che ne rappresentano le unita strutturali e funzionali. Ogni

nefrone consiste in un glomerulo col suo tubulo renale. Il glomerulo ¢

circondato da una capsula a doppia parete, la capsula di Bowman. Lo

spazio urinario della capsula di Bowman ¢ continuo con il lume del tubulo

renale. Quest’ultimo ¢ suddiviso in diversi segmenti: il tubulo contorto

prossimale, che si spiralizza attorno al glomerulo, ed il tubulo retto

prossimale, che si estende verso la zona midollare; I’ansa di Henle, che

costituisce la porzione compresa tra il tubulo contorto prossimale ed il

tubulo contorto distale. La sua parte iniziale costituisce il tubulo retto

prossimale che ¢ seguito dal ramo sottile e, alla fine, dal tubulo spesso

ascendente. Questo ¢ a sua volta seguito dal tubulo contorto distale. I

tubuli contorti distali si uniscono ai tubuli connettori che portano ai dotti

collettori corticali. Questi portano ai dotti collettori della zona midollare

esterna. Nella midollare interna i dotti collettori si uniscono per formare

.. . s . . . .. . . 1
dotti via via pit grandi che portano 1’urina ai calici minori."



Tubulo connetbarns
§ Tubulo comoro dstala

| Tubdlo sonkarke
progsemale
Carpuscoin renale

—. CoM |3 capsua

i i Bowiman

s ed @ glomenihks
Cortcale

Tk nath
praseimale

Dot colatioms
midallare eslerno
Midaliara | [

asharna

— Tratto sotble
dissendente

Migallare
Irterna

Figura 2 Il nefrone, unita strutturale e funzionale del rene.




2.1

CAPITOLO 2

Infezioni delle Vie Urinarie (IVU)

Generalita

Le infezioni dell’apparato urinario possono essere classificate in due

categorie anatomiche: infezioni delle basse vie (uretrite, cistite, prostatite)

ed infezioni delle alte vie (piclonefrite acuta).

Da un punto di vista epidemiologico, si possono ulteriormente suddividere

in:

IVU non complicate: cistite, pielonefrite, batteriuria asintomatica
(infezioni comunitarie); >

IVU ricorrenti: reinfezione con lo stesso o con un altro
microrganismo, che compare entro 60 giorni dal primo episodio,
indipendente da anomalie anatomiche, funzionali o da danno renale
(infezioni comunitarie);

IVU complicate: dipendenti da anomalie anatomiche, cause
neurologiche, immunocompromissione o cateterizzazione;

IVU nosocomiali: acquisite in ospedale, che compaiono 72 ore dopo

[ . . 4-7
il ricovero e sono spesso correlate alla cateterizzazione.!*”!
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2.2 Infezioni delle alte e basse vie urinarie

Il termine UTI deriva dall’inglese “Urinary Tract Infection” e si riferisce
alla presenza di batteriuria, in genere con valore superiore a 10° CFU/ml,
accompagnata o meno da una sintomatologia specifica per la cistite. In
genere, con questo termine si indicano le infezioni delle basse vie urinarie
che interessano prevalentemente la vescica e l'uretra, a volte anche gli
ureteri o la prostata. L’infezione delle basse vie urinarie pud essere
complicata successivamente da pielonefriti, manifestazioni che riguardano
le alte vie urinarie. Da un punto di vista epidemiologico, le cistiti batteriche
hanno un’incidenza che varia tra i 5 e 1 10 casi ogni 1000 individui
rappresentando, quindi, una delle infezioni piu frequenti nell’'uomo. La
frequenza delle cistiti tende ad aumentare con 1’eta ed ¢, inoltre, influenzata
da diversi fattori:

alterazioni funzionali o anatomiche delle vie urinarie;

malformazioni congenite;

malattie della prostata;

esiti chirurgici sulla vescica;

incontinenza urinaria;

cateterismo vescicale;
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ostacolato deflusso urinario;

presenza di calcoli vescicali,

diabete;

sindrome da immunodeficienza acquisita;

lesioni a livello del midollo spinale.

In alcuni casi, anche la gravidanza puo rappresentare uno dei fattori di
rischio. La maggior parte delle infezioni vescicali ¢ sostenuta da germi
Gram-negativi (circa il 90% di tutte le infezioni) con una netta prevalenza di
germi di provenienza fecale. Piu della meta delle infezioni ¢ causata da
Escherichia coli seguito, in quanto a frequenza, da Enterococcus faecalis e
da altri ceppi batterici quali Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis. La sintomatologia della
cistite include disuria, intesa come dolore o bruciore minzionale, incremento
della frequenza urinaria, torbidita, a volte particolare odore delle urine,
saltuaria nicturia, ematuria e piuria. Nell’'uomo pud essere associata a
minzione intermittente, sgocciolamento tardivo e/o sintomi ostruttivi nel
caso di estensione dell’infezione al tessuto prostatico. In alcuni casi la cistite

pud essere asintomatica, presentando solo una batteriuria rilevata con

metodica strumentale (urinocoltura); in altri casi pud essere associata anche

12



a sintomi sistemici tra cui febbre, anche superiore ai 38-39°C, e dolore
pelvico aspecifico. Una delle complicazioni piu frequenti ¢ rappresentata
dalla pielonefrite, che pud assumere aspetti particolarmente gravi negli
anziani, negli infanti e nei pazienti immuno-compromessi. Le infezioni delle
basse vie urinarie hanno un tasso di ricorrenza di circa il 20%, dopo
adeguata terapia antibiotica. In alcuni casi, le ricorrenze assumono
frequenze molto elevate, specialmente nelle donne in menopausa, favorite
dalla presenza di un’uretra naturalmente corta e dalle modificazioni del
microambiente vulvo-vaginale determinate dal calo estrogenico.® "

L’uretrite, nel caso delle donne, ¢ caratterizzata da pollachiuria e disuria;
negli uomini, generalmente, si manifesta disuria ma non pollachiuria.
L’uretrite non specifica nei maschi decorre con secrezione uretrale e/o
disuria. La sindrome uretrale acuta nelle donne, in genere, viene
erroneamente diagnosticata come cistite. Nel corso di tale condizione
patologica, le pazienti lamentano disuria e pollachiuria, ma le loro
urinocolture iniziali sono sterili o danno luogo allo sviluppo di un ridotto
numero di batteri.!'"!

Le infezioni delle alte vie urinarie prendono il nome di pielonefriti.

Quest’ultime possono essere distinte in acute e croniche. Le pielonefriti

13



acute si manifestano con febbre elevata, brividi e dolore a livello renale,

accompagnati da disturbi della minzione. I batteri piu frequentemente

riscontrati sono Escherichia coli, Proteus mirabilis, Staphylococcus

saprofiticus,  Klebsiella ~ pneumoniae,  Ureaplasma  urealyticum,

Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium tubercolosis e, nel caso di

pazienti immunodepressi, Providencia stuartii. 1 fattori che predispongono

all’insorgenza delle pielonefriti acute sono le manovre invasive a livello

genito-urinario, eventuali anomalie urologiche anatomo-funzionali,

gravidanza ed immunodepressione. A seguito di ostruzione delle vie

urinarie, calcolosi o reflusso vescico-uretrale si puo sviluppare la

pielonefrite cronica.

La profilassi a lungo termine appare inutile se non si procede alla rimozione

delle cause dell’infezione, ad esempio facendo ricorso ad un intervento

chirurgico che consenta il ripristino del flusso urinario. Cid consentirebbe

all’antibiotico di raggiungere la sede dell’infezione ed una concentrazione

utile nell’urina.l'?!

14



2.3  Epidemiologia

Le Infezioni delle Vie Urinarie (IVU) rappresentano, dopo quelle
respiratorie, le patologie infettive di piu frequente riscontro in ambito
comunitario. Negli Stati Uniti, le IVU acquisite in comunita sono
responsabili ogni anno di circa 7 milioni di visite, in genere attribuibili ad
infezioni non complicate delle basse vie (cistiti).'”! A fronte di tali cifre,
circa il 15% di tutti gli antibiotici prescritti dai Family Doctors ¢ riservata
proprio al trattamento in ambito comunitario delle IVU non complicate, per
una spesa annuale media valutata in oltre 1 miliardo di dollari.'*! Anche le
infezioni urinarie comunitarie gravi rivestono un ruolo epidemiologico
importante, con pit di 100.000 ricoveri ospedalieri annui.!”! Le IVU
acquisite in ambito nosocomiale sono, invece, le patologie di piu frequente
osservazione, con un’incidenza pari al 40% rispetto a tutte le infezioni
nosocomiali.!"” Una batteriuria si sviluppa all’incirca nel 25% dei pazienti
ospedalizzati e cateterizzati per oltre 7 giorni, comportando un aumento
medio del costo diretto dell’ospedalizzazione pari a 500-1.000 dollari.!'”
L’impatto finanziario, dovuto all’elevata incidenza delle IVU in Italia,

risulta essere importante: da uno studio effettuato con 120 urologi risulta

che il 40% del loro tempo di lavoro in un anno ¢ dedicato esclusivamente a

15



visite per infezioni urinarie. Vanno inoltre considerati tutti i costi dovuti alle
prescrizioni, alle spese per visite domiciliari, alle ospedalizzazioni e tutti
quei costi non strettamente legati al sistema sanitario, ad esempio i giorni di
malattia.."® Le infezioni urinarie rientrano tra le pit comuni forme infettive
di origine batterica che interessano 1’'uomo. Da cid si deduce I’elevata
frequenza con cui viene richiesta consulenza specialistica, nefrologica o
urologica, o addirittura il ricovero ospedaliero. Esse interessano entrambi 1
sessi e tutte le fasce di eta, sebbene con diversa incidenza. L.’ 1% dei neonati
presenta batteriuria con un’incidenza da 2 a 4 volte superiore per i maschi,
probabilmente a causa della maggiore frequenza di anomalie congenite
all’apparato uro-genitale. Inoltre, nei bambini prematuri si riscontra un
incremento della batteriuria 4 volte superiore rispetto ai bambini nati a
termine (2,9% vs 0,7%). Nell’infanzia, fino ai 10 anni di eta, I’incidenza
delle Infezioni delle Vie Urinarie nelle bambine € di circa 1’1,2%, di cui un
terzo sintomatiche, e nei bambini la frequenza della batteriuria si attesta tra
0,04% e 0,14%. In maniera approssimativa 1’1-3% delle donne comprese tra
1 15 ed 1 24 anni, in coincidenza con I’inizio dell’attivita sessuale, presenta
batteriuria; 1’incidenza aumenta dall’1% al 2% per ciascuna decade

successiva fino a raggiungere il 10% nel periodo di etd compresa tra i 60 ed
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1 70 anni. II 6% di tale gruppo ¢ spesso sintomatico. Nei maschi, a causa
dell’invecchiamento e della maggiore frequenza di patologie prostatiche,
I’incidenza delle IVU aumenta in modo significativo, raggiungendo il 3,5%
nella popolazione generale con picchi del 15% nei ricoverati [Graf. 1].
Inoltre, esistono gruppi di pazienti a rischio in cui la probabilita di
sviluppare un’infezione urinaria ¢ molto elevata. Di conseguenza, anche dal
punto di vista economico, tale patologia viene ad assumere un significato di

notevole importanza.t'”!
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Grafico1 Incidenza delle IVU
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2.4  Eziologia

I microrganismi possono raggiungere le vie urinarie per via ematogena,
linfatica o per via retrograda, ma le evidenze cliniche e sperimentali
indicano in quest’ultima, cio¢ nell’ascesa dei microrganismi dall’uretra, la
via piu comune attraverso la quale si stabilisce una IVU, soprattutto per
quanto riguarda 1 microrganismi di origine enterica (Escherichia coli ed
altre Enterobacteriaceae). In accordo con quanto proposto dall’ European
Association of Urology, le infezioni urinarie possono essere classificate in
non complicate (cistiti), complicate (pielonefrite, urosepsi) e forme speciali
(prostatite, epididimite e orchite).?” Escherichia coli & senza dubbio il
microrganismo piu frequentemente isolato nelle infezioni urinarie, quanto
meno in assenza di fattori di rischio concomitanti (cistiti e pielonefrite non
complicate), in percentuali pari al 75-90%, con talune differenze in funzione
dei diversi studi e delle diverse realta geografiche. Seguono poi altre specie
batteriche quali Staphylococcus saprophyticus, Klebsiella spp., Proteus
spp., Enterobacter spp., Staphylococcus spp., ed Enterococcus spp.. In
ambito nosocomiale, o nelle infezioni complicate, 1’incidenza di infezioni
sostenute da Proteus, Klebsiella, Enterobacter, Serratia € Pseudomonas, ma

anche da Enterococcus faecalis e da alcune specie fungine, subisce un netto

18



incremento, ridimensionando il ruolo patogeno di E. coli.*'! Nei soggetti
anziani con IVU, benché E. coli continui ad essere il microrganismo di piu
frequente isolamento, altre specie batteriche sono individuate con frequenza
maggiore rispetto ad altri gruppi di soggetti. Cosi, ad esempio, sono isolati
altri enterobatteri, tra cui Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
Citrobacter spp., Serratia spp., Providencia spp. e Morganella morganii.
Stafilococchi coagulasi-negativi (CNS), Streptococchi di gruppo B,
Enterococcus spp., Pseudomonas aeruginosa e, occasionalmente, Candida
spp. concorrono anch’essi all’eziologia delle IVU nell’anziano. Lo spettro
delle specie microbiche isolate dalle IVU nei pazienti piu anziani differisce
in funzione dell’ambito di appartenenza dei soggetti, ovvero comunita, case

di cura per lungodegenti o ospedali.’*”
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CAPITOLO 3

Microrganismi responsabili delle Infezioni delle Vie Urinarie

3.1  Acinetobacter spp.

Acinetobacter ¢ un batterio Gram-negativo, non-fermentante, ubiquitario
che si ritrova nell’ambiente, in diversi alimenti e sulla cute umana. Delle 20
specie identificate nel corso degli ultimi anni nell’'uomo, si ritrovano
soprattutto Acinetobacter iwolffii, A. johnsonii e A. radioresistens. La specie
piu importante responsabile di infezioni a livello nosocomiale ¢ A.
baumannii, conosciuto inizialmente come A. calcoaceticus var. anitratus. Si
stima che fino al 25% della popolazione ¢ portatrice di Acinetobacter spp. a
livello della flora cutanea, in modo particolare a livello delle ascelle, nella
regione inguinale e negli spazi interdigitali, sebbene la percentuale di
portatori sia maggiore nei pazienti ospedalizzati. Le piu gravi infezioni
ospedaliere dovute ad Acinetobacter spp. sono le infezioni delle vie
respiratorie, le batteriemie e le meningiti secondarie™), mentre le
batteriemie si riscontrano piu frequentemente in pazienti immuno-

compromessi. Una particolare attenzione merita 1’antibiotico-resistenza di

Acinetobacter spp., che si manifesta sotto forma di multiresistenza dovuta
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alla produzione di B-lattamasi e di enzimi attivi sugli aminoglicosidi*¥.

L’attivita dei nuovi antibiotici a largo spettro, quali le cefalosporine di terza
generazione ed i fluorochinoloni, resta ancora oggi conservata sebbene
diminuita nel corso di questi ultimi anni. I piu attivi su tali specie batteriche
restano 1 carbapenemi. Sono stati, comunque, gia descritti ceppi capaci di

. . .o : 2
idrolizzare 1’imipenem rendendolo inefficace.”*

3.2 Candida spp.

Alcune specie del genere Candida sono abituali commensali della cute,
delle mucose e delle cavita naturali dell’uomo. Candida ¢ un microrganismo
dimorfico, cio¢ che presenta una spiccata adattabilita nei confronti
dell’ambiente nel quale si riproduce ed ¢ in grado manifestarsi in forme
diverse. In condizioni di temperatura moderata, basso pH e in assenza di
induttori, quali siero o N-acetil-glucosamina, le cellule crescono in forma di
lieviti;** I’incremento della temperatura e del pH e I’aggiunta di induttori
stimolano invece la crescita filamentosa, con la formazione di pseudoife o
vere e proprie ife.””) Le due forme sono antigenicamente e chimicamente
diverse e quella filamentosa, dotata di capacita invasiva, ¢ quella ritenuta

responsabile dell’azione patogena. Alla patogenicita di tale specie
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contribuiscono diversi meccanismi di virulenza che includono:

la capacita di aderire selettivamente a vari epiteli mucosi, grazie

all’azione di adesine specifiche;

la produzione di proteinasi;

la formazione di ife e pseudoife;

la produzione di fosfolipasi.

Candida albicans ¢ la specie che presenta la maggiore capacita di adesione

agli epiteli mucosi, che penetra attivamente con 1’aiuto di esoenzimi,

provocando la lisi delle cellule ospiti. Inoltre, C. albicans ¢ in grado di

rilasciare differenti tipi di tossine che possono essere immesse in circolo

raggiungendo organi ed apparati diversi. C. albicans ¢ la specie piu

frequentemente isolata dai casi clinici, seguita da C. parapsilosis, C. krusei,

C. tropicalis, C. stellatoidea, C. pseudotropicalis, quest’ultima di

. . e . . . 28-
riconosciuta patogenicita ma di sporadico riscontro.**>"!

33 Citrobacter spp.

I microrganismi appartenenti al genere Citrobacter sono bacilli Gram-

negativi, aerobi, che si ritrovano comunemente nel suolo, nelle acque, nel

cibo e nel tratto intestinale sia dell’'uomo che degli animali. Questi batteri
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causano una grande varietd di infezioni a livello del tratto urinario,
intestinale e respiratorio.’") 1 genere Citrobacter comprende 11 specie
diverse, delle quali C. freundii e C. diversus sono quelle piu significative e
responsabili di infezioni opportunistiche nosocomiali. Citrobacter ¢ stato

[32

frequentemente associato a batteriemie polimicrobiche."? L’alta incidenza

di mortalita, a seguito di infezioni da parte di questi microrganismi, ¢ stata

associata a ceppi multiresistenti agli antibiotici.”™

3.4  Enterococcus spp.

Il genere Enterococcus comprende cocchi Gram-positivi, anaerobi
facoltativi, asporigeni, non dotati di organi di motilitd. Sono state
identificate almeno 18 specie: Enterococcus faecalis, E. faecium, E. durans,
E. hirae, E. mundtii, E. avium, E. pseudoavium, E. malodoratus, E.
raffinosus, E. gallinarum, E. casseliflavus, E. flavescens, E. cecorum, E.
columbae, E. sulfureus, E. saccharolyticus, E. dispar e, recentemente, E.
asini sp. nov.”*"! Sebbene il tratto intestinale costituisca ’habitat preferito,
gli enterococchi sono anche presenti nel suolo e nelle acque di superficie.”>

Gli enterococchi, in passato, erano considerati non patogeni, ma negli ultimi

decenni sono emersi sempre pit come patogeni opportunisti in pazienti
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ospedalizzati e immuno-compromessi. Attualmente sono tra gli organismi di
piu frequente isolamento in ambito nosocomiale. Le principali infezioni
causate da E. faecium ed E. faecalis sono: infezioni del tratto urinario,
soprattutto in pazienti portatori di catetere; batteriemie, endocarditi e
meningiti, specialmente in pazienti immuno-compromessi. L’ampio spettro
di resistenza nei confronti di numerosi farmaci antibatterici pone rilevanti
problemi alla terapia delle infezioni sostenute da tali microrganismi. Quasi
tutti 1 ceppi di E. faecalis producono, infatti, -lattamasi che conferiscono
un’elevata resistenza contro imipenem e tutte le penicilline, ad eccezione di
quelle combinate con inibitori delle P-lattamasi.”® Gli enterococchi
mostrano, inoltre, una marcata abilita nell’acquisire materiale genetico
capace di conferire resistenza agli antibiotici, tanto che la loro resistenza ai
glicopeptidi ha comportato la crescente diffusione di enterococchi
vancomicina-resistenti.””) Nonostante la loro crescente importanza clinica, i
meccanismi patogenetici degli enterococchi non sono stati ancora del tutto
compresi. Studi su E. faecium hanno evidenziato che la resistenza
antibiotica gioca un ruolo importante nella patogenesi delle infezioni
enterococciche. Per quanto riguarda E. faecalis, il piu importante fattore di

virulenza identificato sembra essere la citolisina, attiva contro una vasta
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gamma di cellule sia procariotiche che eucariotiche. Tra gli altri fattori di
virulenza studiati, che contribuiscono all’abilita di questi batteri di adattarsi
a diverse condizioni ambientali nonché di causare infezioni, si ricordano:

gelatinasi, proteasi e sostanza di aggregazione.*™

3.5 Escherichia coli

Escherichia coli rappresenta il microrganismo aerobio/anaerobio facoltativo

predominante della flora batterica residente del tratto intestinale umano,

sebbene alcuni ceppi possano esprimere fattori di patogenicitd capaci di

provocare, in alcune condizioni, quadri patologici anche gravi. Gli stipiti

virulenti riescono a colonizzare gli epiteli sia dell’apparato intestinale che

uro-genitale, con produzione di tossine. Escherichia coli ¢ 1’agente

eziologico piu importante e frequente di Infezioni delle Vie Urinarie,

essendo isolato nel 50-85% dei pazienti, in particolare di sesso femminile.

Tali infezioni sembrano essere sostenute da particolari sierotipi, la cui

configurazione antigenica riflette la presenza di specifiche adesine, le

fimbrie P (PAP: Pyelonephritis-Associated-Pili), che consentono 1’adesione

del batterio alla superficie delle cellule mucose delle vie urinarie, dando cosi

inizio al processo infettivo. Recenti studi in vitro hanno anche dimostrato
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che I’adesione non specifica del batterio sull’epitelio della vescica ¢ mediata

dall’acido sialico.[*>**

3.6  Klebsiella pneumoniae

Le Klebsielle sono batteri, appartenenti alla famiglia delle

Enterobacteriaceae, anaerobi facoltativi, provvisti di capsula ma che non

presentano organi di motilitd. Sono frequentemente isolate da materiale

fecale umano e spesso associate a forme morbose che interessano ’apparato

respiratorio. La specie piu importante ¢ Klebsiella pneumoniae: si tratta di

un comune commensale delle prime vie respiratorie dell’'uomo.

K. pneumoniae ¢ riconosciuta anche come importante agente eziologico

delle infezioni del tratto urinario e di setticemie in individui immuno-

compromessi. La maggior parte dei ceppi da isolamento clinico di

Klebsiella pneumoniae presenta una capsula polisaccaridica che riveste

I’intera superficie del batterio e che, generalmente, ¢ considerata un

importante fattore di virulenza. Infatti, diversi studi in vitro hanno

dimostrato come essa giochi un ruolo importante nella protezione contro i

processi di fagocitosi.l**!
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3.7  Proteus mirabilis

I batteri del genere Proteus sono Gram-negativi, anaerobi facoltativi, che si
ritrovano normalmente nel suolo e nella flora intestinale dell’uomo. Proteus
mirabilis ¢ una specie batterica non in grado di produrre di indolo,
responsabile della maggior parte delle infezioni umane e rappresenta, dopo
Escherichia coli, 1l piu frequente agente eziologico di infezioni delle vie
urinarie, soprattutto in pazienti cateterizzati e con anomalie dell’apparato
uro-genitale.**!

Nonostante 1 meccanismi di patogenicita non siano stati ancora oggi del
tutto chiariti, sono stati comunque descritti svariati fattori di virulenza che

- : - . [45.46
includono: produzione di ureasi,[**°!

adesione all’epitelio del tratto
urinario,[47] produzione di emolisina, “swarming”, invasivita, produzione di
enzimi proteolitici responsabili del cleavage delle immunoglobuline 1gG e
IgA e proteine della membrana esterna (OMP). La produzione di ureasi e la
conseguente alcalinizzazione dell’urina, dovuta alla produzione di
ammoniaca, contribuiscono ad un incremento della gravita dell’infezione,
portando al danneggiamento dell’epitelio renale e dando luogo alla possibile
formazione di calcoli renali, dovuti alla precipitazione di sali di calcio e di

magnesio.**>%
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3.8  Providencia spp.

I1 genere Providencia comprende microrganismi patogeni Gram-negativi. Si
conoscono, in particolare, 5 specie: Providencia alcalifaciens, P.
heimbachae, P. rettgeri, P. rustigianii, ¢ P. stuartii. Questi batteri, non in
grado di fermentare il lattosio, sono noti come agenti eziologici di Infezioni
delle Vie Urinarie ma, soprattutto, come potenziali responsabili di
superinfezioni nelle ustioni cutanee. Le infezioni da Providencia sono
spesso difficili da trattare, a causa della loro insensibilita nei confronti di un

gran numero di farmaci antibatterici.”>”
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3.9  Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ¢ un bacillo Gram-negativo, asporigeno, aerobio

obbligato, non-fermentante e ossidante che appartiene al genere

Pseudomonas. Quest’ultimo comprende numerose specie comunemente

presenti nel suolo, nelle acque e negli ambienti umidi, alcune delle quali

interessano la patologia umana. P. aeruginosa ¢ solitamente mobile per la

presenza di un flagello polare, sebbene siano stati identificati ceppi con piu

flagelli o privi di motilita. Il batterio si caratterizza per la produzione di

pioverdina e di piocianina, un pigmento fenazinico di colore blu,

idrosolubile ma non fluorescente, che impartisce alle colonie tale colore. La

specie presenta modeste esigenze nutrizionali ed ¢ capace di metabolizzare

una grande varieta di sorgenti di carbonio. L’opportunismo di P. aeruginosa

¢ in relazione alla diminuzione delle difese umorali e cellulari dell’ospite

debilitato o immuno-compromesso, ed ¢ responsabile dell’insorgenza di

infezioni negli ustionati, infezioni urinarie, otiti, endocarditi, polmoniti,

batteriemie, ecc. Alla virulenza di P. aeruginosa contribuisce un’ampia

varieta di meccanismi: espressione di adesine, produzione di biofilm,

secrezione di enzimi idrolitici e rilascio di tossine.”* Le infezioni da P.

aeruginosa sono spesso difficili da trattare, poiché il batterio presenta
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un’elevata resistenza a molti degli antibiotici comunemente utilizzati, ma ¢
solitamente sensibile ad alcune penicilline sintetiche, carbenicillina e
ticarcillina, alle nuove cefalosporine, cefotaxime e ceftriaxone, a molti

aminoglicosidi, quali gentamicina e tobramicina, ¢ alla polimixina B.>”

3.10 Serratia spp.

I batteri del genere Serratia si ritrovano piu frequentemente nel suolo che

non in campioni clinici. In particolare, Serratia marcescens fu identificata

nel 1823 da Bartolomeo Bizio come la causa del “miracolo della polenta

sanguinante” che risultd essere soltanto polenta contaminata da Serratia le

cui colonie, mucose e pigmentate in rosso vivo, simulano ’aspetto di gocce

di sangue coagulato. Il genere Serratia comprende sei specie, di cui tre

isolabili dall’uomo: S. marcescens, S. liquefaciens e S. rubidae. Serratia

marcescens € un tipico patogeno opportunista, che pud venire isolato da

numerose infezioni a sede extra-intestinale e che, in ambito ospedaliero, puo

dar luogo anche a focolai epidemici coinvolgenti numerosi pazienti. Le

infezioni da S. marcescens sono spesso assai gravi, sia perché coinvolgono

di norma pazienti debilitati sia per la scarsa sensibilita del batterio a

numerosi antibiotici.!®!
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3.11 Staphylococcus aureus

Gli stafilococchi sono batteri Gram-positivi, di forma rotondeggiante, con
diametro di circa 1 pm, che duplicandosi assumono la caratteristica
disposizione a grappolo dovuta alla modalita di divisione cellulare che
avviene secondo tre piani perpendicolari. Si tratta di aerobi asporigeni, privi
di motilita, che crescono bene nei comuni terreni di coltura ma sono inibiti
da terreni che contengono cristalvioletto; catalasi-positivi, fermentano i
carboidrati e producono pigmenti dal bianco al giallo intenso. Il genere
Staphylococcus comprende circa 30 specie. S. aureus si distingue dalle altre
specie per la produzione di coagulasi, la fermentazione del mannitolo e la
produzione, in terreno solido, di un pigmento giallo-oro da cui prende il
nome. E diffuso negli animali e nell’'uomo e, quest’ultimo, spesso ne &
portatore sano sulla cute e a livello del naso-faringe. Tra gli stafilococchi
coagulasi-negativi, S. epidermidis ¢ uno dei microrganismi predominanti
della flora batterica della cute ed ¢ normalmente presente sulle mucose degli
apparati respiratorio e gastrointestinale, sia nell’'uomo che negli animali. La
virulenza degli stafilococchi, in particolare S. aureus e S. epidermidis, ¢
multifattoriale ed ¢ mediata dall’azione patogena di esotossine, esoenzimi,

componenti  strutturali e metabolici batterici vari. Le infezioni
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stafilococciche sono alla base di quadri patologici diversi, che si
differenziano notevolmente a seconda della sede del processo infettivo e
delle sue modalita di diffusione (per contiguita, diffusione metastatica

ematogena, ecc.).’”)

3.12  Stenotrophomonas maltophilia

Stenotrophomonas maltophilia ¢ un batterio Gram-negativo, aerobio,
asporigeno, di dimensioni da 0,5 a 1,5 um, dotato di motilita dovuta alla
presenza di flagelli polari. Il genere Stenotrophomonas include attualmente
due specie: S. maltophilia e S. africana. Quest’ultima ¢ biochimicamente
identica alla precedente, tranne che per la non assimilazione del cis-
aconitato. S. maltophilia ¢ generalmente considerato un Dbatterio
opportunista. Ubiquitario nell’ambiente (acqua, suolo, animali e piante) e
presente a livello della flora commensale dell’'uomo questo microrganismo,
nutrizionalmente poco esigente, puod anche essere isolato in macchine per la
fabbricazione del ghiaccio, apparecchi ospedalieri, umidificatori, liquidi per
emodialisi, soluzioni parenterali e addirittura soluzioni antisettiche, quali la
clorexidina o ’ammonio quaternario. La trasmissione di tale batterio ai

pazienti pud avvenire sia direttamente, a partire dalle sorgenti sopra
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descritte, sia tramite le mani contaminate degli operatori sanitari, con
conseguente colonizzazione dell’epidermide (ulcere cutanee) o delle mucose
(infezioni tracheobronchiali) o, talora, diffusione per via ematica
(batteriemie). I fattori ed i meccanismi di virulenza di S. maltophilia non
sono stati ancora del tutto chiariti. Studi nei quali I’infezione da S.
maltophilia non era correlata ad una significativa morbilita o mortalita, o
altri in cui la stessa non era considerata possibile se non in associazione ad
altre specie batteriche, ha creato una certa confusione tra fenomeni di
colonizzazione e processi infettivi veri e propri. Finora ¢ stata comunque
evidenziata la presenza di enzimi extracellulari quali DNasi, RNasi,
fibrinolisina, lipasi, ialuronidasi, proteasi ed elastasi, che svolgono
presumibilmente un ruolo nella patogenicita di S. maltophilia. D’altronde, la
sua capacita di adesione al vetro, cosi come ai polimeri, potrebbe in parte
spiegare il motivo per cui S. maltophilia venga frequentemente isolato in
pazienti portatori di dispositivi medici impiantabili.”® La resistenza di
questo microrganismo a numerosi antibiotici ¢ dovuta a diversi fattori. S.
maltophilia dispone di due [-lattamasi cromosomiali inducibili, L1 ed
2.5 L1 ¢ in grado di idrolizzare 1’imipenem, cosi come altri

carbapenemici, ma anche 'ampicillina, la carbenicillina ed il cefotaxime;
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non ¢ sensibile all’acido clavulanico, ma lo &€ debolmente ad altri inibitori

58] spiegandosi cosi la resistenza naturale

quali il sulbactam o il tazobactam
di S. maltophilia a questi antibiotici. L2 ¢ nettamente meno efficace nei
confronti delle penicilline, ma idrolizza molto bene 1’aztreonam ed ¢ anche
sensibile all’acido clavulanico. Inoltre, la membrana esterna di S.

maltophilia & assai poco permeabile agli antibiotici.””

34



CAPITOLO 4

Terapia antibiotica delle IVU e resistenze batteriche

4.1 Antibiotico-terapia

I criteri generali per I'utilizzo di un antibiotico nel trattamento delle

infezioni del tratto genito-urinario sono essenzialmente influenzati da

diversi fattori, in particolare: spettro antimicrobico, che dovrebbe coprire

la maggior parte dei ceppi patogeni causa di infezione; caratteristiche

farmacocinetiche e farmacodinamiche, tali da consentire una

concentrazione adeguata dall’antibiotico nelle urine e la sua diffusione nei

tessuti genito-urinari; sicurezza, tollerabilita, comodita d’uso e costo

contenuto. Lo studio osservazionale ICeA (Indagine sulle Cistiti e

Antibiotici), offre una chiara panoramica sui microrganismi responsabili di

IVU ambulatoriali in Italia [Graf. 2]. Il germe che si isola con maggiore

frequenza ¢ Escherichia coli, sia nelle forme non complicate sia in quelle

complicate, sebbene in quest’ultime si riscontri sempre piu la presenza di

Proteus mirabilis € Pseudomonas aeruginosa.

Ulteriore criterio adottabile ai fini di una terapia appropriata e mirata viene

fornito dall’adeguatezza dei dosaggi somministrati, non solo in termini
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quantitativi ma anche temporali, vale a dire I’intervallo tra le dosi e la durata

totale della terapia.
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Grafico 2 Microrganismi responsabili di IVU ambulatoriali (Studio I1CeA)

Per quanto riguarda la durata della terapia, ormai la maggior parte delle
linee guida concorda nell’indicare in tre giorni la durata ottimale del
trattamento nelle IVU non complicate, facendo ricorso all’uso di farmaci di
prima scelta (cotrimossazolo e ciprofloxacina). Trattamenti di durata
superiore, infatti, non offrono significativi vantaggi. Se un antibiotico viene
utilizzato con dosaggi appropriati € con un giusto intervallo tra le dosi, si
raggiunge un altro obiettivo importante della terapia, ovvero quello di

limitare la selezione di ceppi batterici resistenti. Il problema delle resistenze
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agli antibiotici rappresenta una vera e propria emergenza, in quanto tali

farmaci sono gli unici in grado di condizionare I’esito dell’intervento

terapeutico e I’intero ecosistema. Per valutare la propensione che ciascun

antibatterico possiede nella selezione della resistenza, si pud tenere in

considerazione il rapporto tra AUC (la quantita di farmaco che si

distribuisce nell’organismo in funzione del tempo) e MIC (concentrazione

minima di antibiotico che inibisce la crescita batterica). Tale rapporto viene

detto AUIC [Graf. 3], che ¢ altamente predittivo di eradicazione del

microrganismo patogeno. Per i fluorochinoloni deve raggiungere almeno un

60,61 . . .
(60611 1 fluorochinoloni orali sono

valore di 125 per essere efficace.
generalmente indicati in prima istanza nel trattamento delle infezioni acute
delle basse vie urinarie e nelle pielonefriti acute non complicate, insieme al
cotrimossazolo. Va specificato che 1 fluorochinoloni citati nelle linee guida
internazionali sono ciprofloxacina, norfloxacina, levofloxacina e ofloxacina.
Tutte le linee guida pongono 1’attenzione sul problema delle resistenze al
cotrimossazolo e ne sconsigliano 1’utilizzo ove !’epidemiologia locale
dimostri una percentuale di resistenza di Escherichia coli compresa tra il 10

ed il 20%. Le alternative proposte sono rappresentate da nitrofurantoina e

fosfomicina-trometamolo.
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AUIC vs Resistance

Thomas JK, Antimicrobial Agents Chemother. 42: 521-527, 1998.
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Grafico 3 AUIC (Area Under the Inhibitory Curve)

Per entrambi, si osservano fenomeni di resistenza specialmente tra uro-
patogeni quali Klebsiella e Proteus. La nitrofurantoina va usata per sette
giorni e presenta effetti collaterali frequenti a carico del tratto gastro-
intestinale. La fosfomicina viene utilizzata in monosomministrazione ed ¢

[62-641T fluorochinoloni sono controindicati in

piu costosa degli altri farmaci.
gravidanza, in allattamento ed in eta pediatrica. E’ evidente come, nel caso
di infezioni acute non complicate nel sesso femminile, sia molto importante
la scelta della terapia antibiotica empirica ragionata [Fig. 3].L%) Cio

corrisponde, peraltro, al comportamento abituale dei Medici di Medicina

Generale italiani, come risulta anche dallo studio ICeA. Tale studio
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osservazionale, effettuato nel corso del 2001 da parte di 105 Medici di
Medicina Generale italiani, riflette tra le altre cose le loro abitudini
prescrittive ed ¢ stato oggetto di numerose valutazioni ed osservazioni
critiche. Oggi possiamo valutarlo anche alla luce delle diverse linee guida
per il trattamento delle IVU successivamente pubblicate, quali le IDSA®Y ¢

le EAU [Tab. 1].1%!
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SIGNIFICATIVITA

= 10F GF¥ml nella donna
= 10* CAWVmI nall'uomo

FATTORI DI RISCHIO PER

ANTIBIOTICO-RESISTENZA?
— Recants uso di anfibiotic PRIMA SCELTA:
— Recants ospadalizazions
— WU ricorranti nell wiimo anno (ciprofloxacina,
m:!n-'q, .
levofioxacing, ofloxacing)
per tre giorni

Figura 3 Terapia antibiotica empirica ragionata
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Tabella1l Linee guida per il trattamento delle IVU
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4.2 Resistenze batteriche

La resistenza agli antibiotici, cosi come ad altri composti che possiedono
attivita antintimicrobica, sta subendo un notevole incremento e la ricerca
mira a trovare alternative per superare o, quanto meno, contenere tale
problema.l® La resistenza agli antibiotici pud essere considerata come la
capacita dei microrganismi di alcune specie di sopravvivere, o anche
moltiplicarsi, in presenza di concentrazioni di antimicrobici normalmente
sufficienti per inibire o uccidere microrganismi della stessa specie. La
resistenza agli antimicrobici, riconosciuta in clinica negli anni ’50
(penicillina e stafilococchi; sulfamidici e gonococchi), € un fenomeno che si
¢ accentuato nell’ultimo decennio ed investe I’intera popolazione,
rappresentando un problema globale prioritario di salute pubblica, che
riguarda Paesi sviluppati ed in via di sviluppo, con pesanti risvolti
economici. Batteri responsabili di infezioni anche molto gravi e pericolose
per la vita, quali Pseudomonas spp., Klebsiella spp., Acinetobacter
baumannii  ed altri  Gram-negativi, enterococchi,  stafilococchi,
pneumococchi, hanno frequentemente raggiunto in diversi ambienti un tale
grado di multiresistenza da diventare intrattabili anche con i1 piu recenti

. [67,68

antimicrobici.[”**! Problemi di primo piano sono posti dagli enterococcchi
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resistenti alla vancomicina (VRE), dagli stafilococchi meticillino-resistenti

(MRSA), dai bacilli Gram-negativi che producono B-lattamasi ad ampio

spettro, da pneumococchi penicillino-resistenti ed eritromicino-resistenti,

senza parlare delle serie preoccupazioni connesse alla multiresistenza del

Mycobacterium tuberculosis. Lo sviluppo di resistenza ¢ stato molto veloce

negli ultimi anni; in ospedali statunitensi, la percentuale di VRE ¢ salita da

0,3% nel 1989 a valori tra 4,9 ¢ 10% nel 1993 (segnalazioni di 9,1% nel

1994) e nelle unita di terapia intensiva dallo 0,4%, nel 1989, al 13,6%, nel

1993.

Per quanto riguarda i microrganismi responsabili di infezioni comunitarie, la

percentuale di Strepfococcus pneumoniae multiresistenti ¢ salita dal 3,6%

nel 1987 al 14,5% nel 1994 ed al 23,6% (da aggiungere un altro 14,1% con

ridotta sensibilita) nel 1995; dati piu recenti attestano la resistenza a circa il

46%. Bisogna tener presente che negli USA lo Streptococcus pneumoniae ¢

responsabile di 7.000.000 di casi di otite media, 500.000 casi di polmonite,

50.000 casi di sepsi, 3.000 casi di meningite all’anno, un numero

imprecisato di bronchiti, endocarditi ed artrite settica.[®*""

In grandi
ospedali universitari statunitensi, la percentuale di MRSA tra ceppi di

Staphylococcus aureus ¢ salita dall’ 8% nel 1986 al 40% nel 1992; in New
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York City la percentuale ¢ del 50%; dati ottenuti da 17 Paesi europei danno

] Pericoloso, sebbene non

recentemente un valore di circa il 60%.!"
quantificato, si profila il passaggio della resistenza alla vancomicina da
enterococchi (VRE) a stafilococchi, per il largo impiego dell’antibiotico in

A>3 Fra le infezioni una volta sensibili ed

pazienti con infezioni da MRS
ora resistenti agli antibiotici vanno ancora segnalate dissenteria da Shigella
dysenteriae multiresistente, tifo da Salmonella typhi multiresistente,
gonorrea da Neisseria gonorrhoeae resistente a penicilline e tetracicline.™
La comunita scientifica si chiede quali siano le misure piu opportune da
adottare per contenere questo fenomeno, pur individuando nello sviluppo di
nuovi principi attivi, unitamente ad un impiego piu appropriato dei farmaci
disponibili, le soluzioni piu valide.”>”"]

L’intenso uso degli antibiotici, anche in contesti diversi da quelli del
controllo delle infezioni batteriche, ¢ giustamente considerato alla base
dell’evoluzione dei microrganismi verso la resistenza a questi composti.
Tale fenomeno ¢ emerso parallelamente all’introduzione degli antibiotici in
terapia, ma solo recentemente si osservano fenotipi di resistenza molto
variegati rispetto al passato, ove le differenze tra le minime concentrazioni
inibenti (MIC) registrate con i ceppi sensibili e quelle con gli stipiti
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resistenti erano molto nette. E’ ben noto che i batteri, sia a causa di

mutazioni, sia per scambio di materiale genetico con altri microrganismi,

possono ereditare le piu disparate proprieta biochimiche, inclusa la capacita

di sopravvivere in presenza di antimicrobici. Esistono, tuttavia, ceppi che in

un solo evento genetico acquisiscono la completa resistenza ad alcuni

antibiotici ed altri che evolvono verso tale fenotipo gradualmente attraverso

piu eventi successivi. Pertanto, accanto a stipiti totalmente resistenti che si

differenziano nettamente in termini di MIC rispetto ai germi sensibili, si

ritrovano sempre piu facilmente batteri che mostrano un fenotipo cosiddetto

“borderline”, piu difficili da individuare a causa della scarsa differenza tra la

concentrazione di antibiotico necessaria per inibirne la crescita o

consentirne lo sviluppo. In molti casi, infatti, 1 risultati possono essere

influenzati da piccole variazioni dell’inoculo, della temperatura o di altri

fattori che potrebbero modificare 1 valori delle MIC, con conseguente

spostamento del microrganismo dalla categoria sensibile a quella resistente,

intermedia o viceversa. In altre situazioni, il ceppo manifesta un fenotipo

non facilmente decifrabile, a causa di alterazioni del tasso di crescita o di

altre perturbazioni fisiologiche causate dalla mutazione che determina tale

resistenza. Il germe puo, inoltre, risultare sensibile ai saggi sulla base dei
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valori limite, ma nascondere I’eventuale presenza di mutazioni che
rappresentano gia un’evoluzione verso l’insensibilitd e che pud essere
individuata solo con ulteriori prove mirate. Se si prende come esempio il
caso dei ceppi produttori di B-lattamasi a spettro esteso (ESBL), ’'NCCLS
suggerisce di porre molta attenzione sui dati degli aloni registrati con la
metodica dell’antibiogramma indicando che, anche se il ceppo risulta
sensibile all’antibiotico saggiato, ma 1’alone appare di dimensioni ridotte
rispetto ai valori medi osservati con i ceppi di controllo, conviene effettuare
prove addizionali al fine di confermare la presenza di un ceppo produttore di
ESBL."®Vale la pena ricordare, inoltre, che in vivo si instaurano facilmente
condizioni di concentrazioni subinibenti la crescita, che sono note favorire
la selezione di germi resistenti in particolar modo per stipiti che possiedono
meccanismi in corso di evoluzione, portandoli in breve tempo alla totale
insensibilita. In questi casi al clinico rimane 1’opzione di un farmaco
alternativo o, in mancanza di scelte, 1'uso di una combinazione di
antibiotici. Quindi ¢ soprattutto il microbiologo che puo dare al clinico
indicazioni per il corretto uso degli antibiotici, fornendogli indicazioni
importanti sui fenotipi di resistenza piu 0 meno palesi ritrovati attraverso le

prove di laboratorio e sul loro significato. Un piccolo accorgimento
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potrebbe ulteriormente aiutare sia il clinico che il microbiologo. Ad

esempio, tutti gli esami biochimici o altri refertati dal laboratorio presentano

anche 1 valori normali in cui un parametro dovrebbe essere incluso. Nel caso

che vi siano valori prossimi a quelli soglia, il clinico pud consigliare al

paziente di porre maggiore attenzione alla dieta alimentare o suggerire altre

misure per non favorire un processo verso una conclamata patologia. Sulla

base di questo esempio anche il microbiologo, invece di refertare un ceppo

soltanto S, I, o R, dovrebbe dare informazioni su quelli che sono i criteri con

cui si ottengono tali dati. Se il laboratorio indicasse nella risposta il valore

del diametro in mm o quello della MIC, riportando accanto i valori normali

delle diverse categorie, sarebbero messi in evidenza quei patogeni che

presentano livelli di sensibilita prossimi al limite soglia a testimonianza di

una possibile evoluzione negativa. Questa informazione sarebbe piu

completa e potrebbe aiutare il clinico ad una scelta piu corretta degli

antibiotici da utilizzare, riducendo sia il rischio di un fallimento terapeutico

sia la diffusione di stipiti che veicolano la resistenza agli antibiotici. Non va

inoltre dimenticato che molte specie batteriche presentano un’intrinseca

resistenza  agli  antibiotici che deve essere sempre ricordata

indipendentemente dall’esito di un saggio di sensibilita. Le Tabelle
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riportano rispettivamente esempi di resistenza intrinseca, di refrattarieta
acquisita, in fase di evoluzione e gli antibiotici che piu comunemente

possono essere utilizzati come indicatori di resistenza [Tab. 2,3,4].1""!
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Specie Resistenza naturale
Enterobacteriaceae Penicillina, glicopeptidi, acido fusidico, macrolidi
clindamicina, linezolid, streptogramine, mupirocin.
Ampicillina, amoxicillina cefalosporine
Acinetobacter baumanii di I generazione.
Ampicillina, amoxicillina, co-clavulanato,
P.aeruginosa cefalosporine dil e Il generazione, cefotaxime,
ceftriaxone, acido nalidixico, trimetoprim.
Ampicillina, amoxicillina, cefalosporine di
B.cepacia I generazione, colistin, aminoglicosidi.

Stenotrophomonas maltophilia

Tutti i (i-lattamici eccetto ticarcillina-clavulanato,
aminoglicosidi.

HFavobacterium (Chryseobacterium/Mymides)

Ampicillina, amoxicillina, cefalosporine di
I generazione.

Salmonella spp.

Cefuroxime (attivo in vitro, non attivo in vivo).

Klebsiella spp., Citrobacter diversus

Ampicillina, amoxicillina, carbenicillina, ticarcillina.

Enterobacter spp., C. freundii

Ampicillina, amoxicillina, co-clavulanato,
cefalosporine di I generazione, cefoxitin.

Ampicillina, amoxicillina, co-clavulanato, cefalosporine

M. morganii di I generazione, cefuroxime, colistin, nitrofurantoina.
Ampicillina, amoxicillina, co-clavulanato,
Providencia spp. cefalosporine di I generazione, cefuroxime, gentamicina,

netilmicina, tobramicina, colistin, nitrofurantoina.

Proteus mirabilis

Colistin, nitrofurantoina.

Proteus vulgaris

Ampicillina, amoxicillina, cefuroxime, colistin,
nitrofurantoina.

Serratia spp.

Ampicillina, amoxicillina, co-clavulanato,
cefalosporine di I generazione, cefuroxime, colistin.

Yersinia enterocolitica

Ampicillina, amoxicillina, carbenicillina,
ticarcillina, cefalosporine di I generazione.

Campylobacter jejuni, Campylobacter coli

Trimetoprim.

H. influenzae

Penicillina G, eritromicina, clindamicina.

M. catarrhalis

Trimetoprim.

Batteri gram-positivi

Aztreonam, temocillina, colistin, acido nalidixico.

Streptococchi

Acido fusidico, aminoglicosidi (eccetto casi di
sinergismo)*.

S. pneumoniae

Trimetoprim, aminoglicosidi.

S. aureus meticillino-resistenti

Tutti i p-lattamici

Enterococchi Penicillina G, carbenicillina, ticarcillina, tutte le
cefalosporine, aminoglicosidi*, mupirocina.
Listeria Cefalosporine di III generazione, fluorochinoloni.

*Basso livello di resistenza: gli aminoglicosidi sono utili per il sinergismo con le penicilline contro i pii comuni

streptococchi e enterococchi.

Tabella2 Esempi diresistenza intrinseca
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Campylobacter jejuni, Campylobacter coli

Trimetoprim.

H. influenzae

Penicillina G, eritromicina, clindamicina.

M. catarrhalis

Trimetoprim.

Batteri gram-positivi

Aztreonam, temocillina, colistin, acido nalidixico.

Streptococchi

Acido fusidico, aminoglicosidi (eccetto casi di
sinergismo)*.

5. pneumoniae

Trimetoprim, aminoglicosidi.

5. aureus meticillino-resistenti

Tutti i p-lattamici

Enterococchi Penicillina G, carbenicillina, ticarcillina, tutte le
cefalosporine, aminoglicosidi*, mupirocina.
Listeria Cefalosporine di III generazione, fluorochinoloni.

*Basso livello di resistenza: gli aminoglicosidi sono utili per il sinergismo con le penicilline contro i pii comuni

streptococchi e enterococchi.

Tabella 3 Esempi di refrattarieta acquisita ed in fase di evoluzione

Organismi

Antibiotici

Stafilococchi

Stafilococchi eritromicino-resistenti

S. pnieumoniae

P aeruginosa

B. cepacia

Enterobacter, Citrobacter, Serratia, Morganella

Coliformi con ESBL

Tutti 1 coliformi

Serratia marcescens

Adattata da Livermore et al.(66).

Acido fusidico, rifampicina,
fluorochinoloni.

Clindamicina.
Ciprofloxacina, levofoxacina.
Tutti gli antibiotici
anti-pseudomonas, escluso
colistin e, probabilmente,

meropenem.

Tutti gli antibiotici
rilevanti.

Tutte le cefalosporine

di Il generazione

Cefamicine (via impermeabilita).

Fosfomicina, acido nalidixico

(no fluorochinoloni).

Netilmicina, tobramicina,
amikacina, kanamicina.

Tabella4 Antibiotici comunemente utilizzati come indicatori di resistenza
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4.3  Meccanismi genetici e biochimici di resistenza batterica

La resistenza extracromosomica ¢ molto importante ed ¢ tipica dei batteri,

gli unici esseri viventi in grado di avere scambi di informazioni genetiche

tra specie diverse. Grazie a tale fenomeno, ogni batterio ha virtualmente a

disposizione ’intero corredo cromosomico di tutte le specie batteriche

esistenti. Lo scambio d’informazione genetica avviene frequentemente

tramite coniugazione, cio¢ attraverso lo scambio di elementi genetici

extracromosomici denominati plasmidi; questi veicolano spesso trasposoni,

in grado di “catturare” i geni responsabili della resistenza ad uno o piu

farmaci antimicrobici, 1 quali vengono poi traferiti da specie in specie

insieme ai plasmidi. Lo scambio d’informazione genetica pud avvenire

anche tramite trasduzione (fagi) o trasformazione (DNAlibero). La

resistenza a livello del genoma batterico si sviluppa come risultato di una

mutazione spontanea in un locus che controlla la sensibilita ad un

determinato agente antimicrobico. La presenza di un farmaco antimicrobico

agisce, poi, come meccanismo selettivo sopprimendo 1 microrganismi

sensibili e permettendo la crescita dei mutanti resistenti. L’incidenza di

resistenza di ciascun patogeno ¢ dipendente dalla pressione selettiva

esercitata dalla quantita di farmaco impiegato in un determinato ambiente.
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Quindi, il consumo di farmaci ¢ il “motore” dell’incidenza delle

[80-821 T patteri hanno a disposizione diverse alternative per evitare

resistenze.
I’azione letale degli antibiotici:

a) produzione di enzimi inattivanti gli antibiotici;
b) alterazione della permeabilita dell’involucro;
c) alterazione del bersaglio;

d) sistemi di trasporto attivo;

e) vie metaboliche alternative.

a) Produzione di enzimi inattivanti gli antibiotici
Poiché gli antibiotici piu diffusi in terapia sono i1 P-lattamici, uno dei
meccanismi di resistenza piu frequenti ¢ la produzione di [B-lattamasi.
Questo enzima ¢ in grado di idrolizzare 1’anello B-lattamico dell’antibiotico,
annullando totalmente la sua attivita antibatterica. I Gram-positivi liberano
tale enzima nell’ambiente circostante, impedendo al farmaco di entrare a
contatto con 1 batteri. Nei Gram-negativi la produzione di [(-lattamasi
avviene, invece, a livello dello spazio periplasmico ove 1’antibiotico viene

di fatto neutralizzato.*""*! La prima B-lattamasi ¢ stata descritta nel 1965 ed
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¢ veicolata da un plasmide coniugativo ritrovato in un ceppo di una giovane

paziente di nome Timoniera, da cui ne ¢ derivato il nome di B-lattamasi

TEM-1. Ad oggi sono noti piu di 300 tipi diversi di P-lattamasi che

conferiscono resistenza alle penicilline ed alle cefalosporine di I e II

generazione. A queste sono da aggiungere le B-lattamasi a spettro esteso

(ESBL), originatesi per mutazione puntiforme di TEM-1 e SHV-1, e capaci

di inattivare le cefalosporine di III generazione, ma non i carbapenemici o le

combinazioni con inibitori suicidi. Le ESBL sono prevalentemente diffuse

tra le Enterobacteriaceae (E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp.,

Serratia spp.) e, in particolare, in K. pneumoniae (~20%). L’idrolisi

dell’anello B-lattamico puo essere impedita utilizzando i1 cosiddetti “inibitori

suicidi”, cio¢ [-lattamici inizialmente scartati per la loro modesta potenza

antibatterica, ma poi rivalutati perché capaci di legarsi in modo covalente

alle P-lattamasi, bloccando la loro attivita enzimatica e impedendo

I’inattivazione dell’altro eventuale farmaco presente. Gli inibitori suicidi

oggl in uso sono: acido clavulanico, tazobactam e sulbactam. Questi

composti vengono abbinati a penicilline (ad esempio: amoxicillina + acido

clavulanico) o cefalosporine e garantiscono loro immunita dalle piu diffuse
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B-lattamasi. Altri enzimi inattivanti gli antibiotici sono: acetil-trasferasi,

fosforil-transferasi, adenil-transferasi. Queste proteine non idrolizzano

’antibiotico, ma reagiscono chimicamente con esso, trasferendo diversi

gruppi chimici in vari siti del principio attivo, con conseguente

modificazione della sua attivita. Di questo gruppo fanno parte gli enzimi che

inattivano gli aminoglicosidi, i quali possono essere acetilati, fosforilati o

adenilati, con conseguente inattivazione dovuta al loro mancato accumulo

all’interno della cellula batterica e all’impossibilita di legarsi alle molecole

bersaglio. Il cloramfenicolo pud essere inattivato dall’enzima CAT

(Cloramfenicolo acetil-transferasi), che acetila i gruppi idrossilici della

molecola rendendola non tossica nei confronti della cellula.®!:833%

b) Alterazione della permeabilita dell’involucro

L’alterazione della permeabilita ¢ considerata come un meccanismo di

resistenza intrinseca, cio¢ comune a tutti 1 microrganismi della stessa

specie. Ad esempio, i1 batteri Gram-negativi non sono sensibili ai

glicopeptidi poiché la loro membrana esterna ¢ naturalmente impermeabile a

questi antibiotici, mentre 1 batteri Gram-positivi, per simili motivi, non sono

inibiti dall’acido nalidixico, dall’aztreonam e dalle polimixine (assenza
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membrana esterna). Per quanto riguarda 1’alterazione della permeabilita
dell’involucro, ¢ da ricordare che sulla membrana dei batteri Gram-negativi
sono normalmente presenti le OMP (Outer Membrane Proteins), le quali
hanno funzione di canale per il passaggio di antibiotici; ’alterazione di
queste proteine pud impedire I’ingresso dell’antimicrobico nella cellula

batterica (ad esempio: chinoloni e p-lattamici).’®!

¢) Alterazione del bersaglio

Negli stafilococchi, la resistenza all’oxacillina (meticillina) ¢ dovuta
all’acquisizione di un gene detto mecA veicolato da un trasposone che
codifica per una nuova PBP2’. I ceppi OXA-R, oltre che acquisire la
resistenza crociata a tutti 1 [-lattamici, mostrano spesso resistenza ai
chinoloni, macrolidi, aminoglicosidi, rifampicina, ecc. Negli pneumococchi
vi ¢ stata acquisizione di geni dalla popolazione microbica normale
(streptococchi orali) di PBP 1°, 2X, 2B e 2° che sono differenti dalle
originali, conferendo resistenza alla penicillina. Per quanto riguarda la
resistenza a cefotaxime e ceftriaxone, le PBP 1° e 2X risultano alterate,
mentre le altre PBP non sembrano avere affinita per le cefalosporine di III

generazione. La resistenza ai chinoloni ¢ dovuta ad una mutazione
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cromosomica che modifica la DNA girasi e rende 1’enzima resistente a tale

classe di farmaci (alterazione della subunita A della DNA-girasi); in questo

caso, ¢ sufficiente la sostituzione di un aminoacido con un altro per rendere

il microrganismo resistente. La resistenza ai glicopeptidi negli enterococchi

¢ dovuta ai geni VanA, VanB, VanC, che codificano per una proteina che

modifica un precursore della parete; il nuovo precursore non ¢ piu

sequestrato dall’antibiotico e la sintesi del peptidoglicano procede. Per i

macrolidi e 1 lincosamidi si ha metilazione del residuo di adenina

sul’RNAribosomiale 12S della subunita 50S del ribosoma che, quindi,

. . e . .. . [ 81-83. 86
impedisce all’antibiotico di interagire con il ribosoma stesso.*! - ¢!

d) Sistemi di trasporto attivo

Il meccanismo di efflusso piu noto riguarda la tetraciclina. 1 prodotti dei

geni tet sono delle proteine transmembrana che trasportano attivamente le

tetracicline dall’interno all’esterno della cellula batterica, impedendo

I’accumulo dell’antibiotico. I geni fef sono di classe A-E negli enterobatteri,

di classe K-L nei Gram-positivi; come esempio possiamo citare il gene tetL,

a localizzazione plasmidica, il quale codifica per un sistema di efflusso che

conferisce un basso livello di resistenza alla fetraciclina. Un meccanismo
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simile ¢ noto negli streptococchi dove il gene mef, veicolato da trasposoni,
conferisce resistenza ad eritromicina e ad altri macrolidi a 14-15 atomi ma
non a macrolidi a 16 atomi, lincosamidi e streptogramine; questo fenotipo ¢
noto come fenotipo M. Negli stafilococchi il sistema di efflusso ¢ attivo per
macrolidi a 14-15 atomi e streptogramine, ma non per i lincosamidi. Sempre
negli stafilococchi ¢ stato identificato il gene norA che elabora una proteina
in grado di trasportare all’esterno 1 chinoloni. Studi recenti indicano che in
ceppi come Pseudomonas questo meccanismo di resistenza ¢ molto efficace.
Un ulteriore esempio di efflusso sono le “multidrugs resistence pumps”:
pompe di efflusso non specifiche, ma in grado di espellere antibiotici di
varie strutture chimiche, le quali sono presenti in importanti patogeni

multiresistenti (N. gonorrhaeae, S. aureus, P. aeruginosa ecc.).[80'83]

e) Vie metaboliche alternative
I microrganismi sono in grado di sviluppare delle alternative alle consuete
vie metaboliche, in modo da evitare I’inibizione della reazione da parte del
farmaco. Ad esempio, in alcuni batteri resistenti al trimethoprim, I’enzima
acido diidrofolico reduttasi ¢ inibito in modo del tutto trascurabile rispetto a

quanto avviene nei batteri trimethoprim-sensibili; oppure alcuni stipiti
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sulfamido-sensibili in vitro non necessitano di PABA extracellulare, mentre
possono utilizzare 1’acido folico preformato, ma risultano resistenti in

vivo [80-821
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4.4 Considerazioni sulle resistenze batteriche

Tutti 1 problemi riguardanti le resistenze cui si ¢ fatto cenno trovano un
unico momento comune: I’entita dell’utilizzo di antimicrobici. L’uso esteso
di antimicrobici nell’'uvomo, negli animali e nei vegetali ¢ un fattore di primo
piano nel determinare la selezione di microrganismi resistenti. Paesi con le
piu alte percentuali di resistenza antibatterica tra patogeni umani e con il piu
elevato consumo pro-capite di antibiotici, hanno documentato che esiste un
livello critico di consumo di farmaci antimicrobici oltre il quale si scatena
’emergenza di resistenza.*”! Lo scopo fondamentale degli interventi che da
oggi possono essere attuati ¢ impedire che la resistenza agli antimicrobici
divenga un problema di dimensioni ancora maggiori e conservare 1’utilita
degli antimicrobici oggi disponibili. Va inoltre tenuto in considerazione che,
nell’ultimo decennio, non ¢ stato introdotto alcun antibatterico con nuovo
meccanismo d’azione, sebbene ve ne siano alcuni di recente o prossima
commercializzazione per scopi selettivi in terapia, come everninomicine e
ossazolidoni. Si dovrebbero, pertanto, intraprendere azioni che possano
ridurre 1’uso degli antimicrobici in tutti 1 settori di impiego: medicina umana
e veterinaria, produzione animale e protezione di piante. La restrizione

nell’uso degli antimicrobici esistenti in tutti gli attuali settori di applicazione
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dovrebbe portare al controllo ed al contenimento della resistenza. L uso di

antimicrobici in produzione animale dovrebbe essere totalmente

abbandonato e, comunque, al piu presto sostituito con quello di composti

che non abbiano alcuna possibile relazione con antimicrobici impiegati in

medicina umana e veterinaria, per evitare il rischio di selezionare

microrganismi con resistenza crociata ai farmaci usati per trattare le

infezioni batteriche. Le condizioni di stabulazione degli animali destinati

all’alimentazione umana dovrebbero essere migliorate, in modo da evitare il

diffondersi di epidemie ed il conseguente ricorso ad antimicrobici di

impiego anche in medicina umana. Gli antimicrobici usati in terapia e quelli

che possono presentare resistenza, anche crociata, con questi non

dovrebbero essere utilizzati in OGM. I geni marcatori di resistenza agli

antimicrobici dovrebbero essere rimossi dai vegetali transgenici prima della

commercializzazione. Nell’'uomo dovrebbe essere evitato 1’uso di

antimicrobici a largo spettro non necessari, ad esempio in caso di infezioni

urinarie. Inoltre, 1’'uso di antimicrobici in molte infezioni dell’albero

respiratorio non dovute a batteri puo influenzare il decorso della malattia,

eccetto in pazienti che abbiano o nei quali siano possibili superinfezioni

batteriche. Ridotte permanenze ospedaliere, trattamento domiciliare di
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pazienti con malattie serie o complicate, aumentato trasferimento ad
ospedali per acuti ovvero a strutture per degenze prolungate,
intensificazione degli schemi di pulizia e ricorso a stanze singole, sono tutti
fattori che possono ridurre in assoluto I’insorgenza ed il trasferimento di
resistenze in ospedale e nel rapporto ospedale-territorio. Negli ospedali
americani si tenta di tener separati pazienti con VRE o MRSA per evitare
che, per scambio di materiale genetico, si passi da un ceppo di
Staphylococcus aureus a resistenza intermedia alla vancomicina ad un
ceppo pienamente resistente a tale antibiotico. E necessario poi cercare di
ottimizzare I’approccio prescrittivo abituale degli antimicrobici. Cido puod
esser ottenuto in diversi modi: nel medio periodo, migliorando e rendendo
piu sensibili e con risultati piu rapidi possibili 1 test diagnostici per le
malattie infettive, onde instaurare in tempi brevi una terapia con
antimicrobici mirati; nel lungo periodo, rivisitando totalmente con inventiva
gli schemi terapeutici finora adottati per i trattamenti con antimicrobici di
malattie infettive, senza seguire soltanto quelli derivanti dai trial clinici
finanziati dalle industrie produttrici per soddisfare le autorita regolatorie.
Potrebbero derivarne utili indicazioni per ottimizzare le dosi, I’intervallo tra

queste e la durata del trattamento. Infine, dovrebbero essere adottate note di
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indirizzo e guide terapeutiche che tendano a razionalizzare il piu possibile
I’impiego almeno dei piu importanti antimicrobici nel trattamento di
malattie dell’'uomo e degli animali e a scoraggiare la pratica di prescrivere
antimicrobici inutili o superflui per infezioni in grado di autolimitarsi ad
eziologia non batterica. Si dovrebbero poi identificare nuove vie per
controllare e contenere la resistenza e valutare quanto velocemente, ¢ con
quale intensita, la resistenza sia reversibile quando 1’uso dell’antimicrobico

si riduce.[®®
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CAPITOLO 5

Meccanismi di patogenicita dei batteri uropatogeni

5.1 Patogenicita batterica

Un batterio puo essere definito patogeno quando esso si dimostra capace di

invadere 1 tessuti di un organismo e di moltiplicarvisi, danneggiando in

maniera pitl o meno grave il normale funzionamento dell’organismo ospite,

con la produzione di una o piu sostanze tossiche specifiche. Quindi,

moltiplicazione in vivo e tossigenicita rappresentano le due componenti

principali del potere patogeno. L’attecchimento e la moltiplicazione in vivo

di un batterio patogeno ed il danno che esso ¢ in grado di provocare

attraverso la sua azione tossigena, sono la conseguenza di numerose

proprieta, quali la capacita di penetrare attraverso l’epitelio mucoso nei

tessuti profondi, la produzione di particolari molecole in grado di alterare

I’ambiente tissutale rendendolo terreno fertile per lo sviluppo microbico, la

possibilita di evadere le difese antimicrobiche costitutive e/o inducibili

dell’organismo e, infine, la tossicita di alcuni componenti della cellula

batterica e proteine dotate di un selettivo potere tossico in grado di

sovvertire il normale funzionamento di specifiche cellule bersaglio.
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I batteri patogeni, una volta penetrati nell’organismo ospite, si moltiplicano

negli spazi intercellulari o all’interno di elementi cellulari. La

moltiplicazione intracellulare pud seguire tre diverse vie: preferenziale,

tipica di batteri in grado di parassitare cellule del sistema reticolo-

endoteliale o in grado di sopravvivere all’interno dei fagociti (listerie,

brucelle, micobatteri); transitoria o occasionale, nel caso di batteri in grado

di penetrare le cellule dell’epitelio mucoso per aprirsi un varco verso i

tessuti della sottomucosa (maggioranza dei batteri patogeni per 1’'uomo);

obbligata, scelta da batteri che non possono fare a meno delle strutture e del

metabolismo della cellula ospite, a causa delle proprie limitate possibilita

metaboliche (chlamydie, rickettsie). Alcuni batteri possono penetrare

attraverso lesioni prodotte sulla cute a seguito di traumi accidentali

(Clostridium tetani) o trasferiti attraverso la puntura di un artropode vettore

(Bartonella bacilliformis) o il morso di un animale infetto (Spirillum minor).

Altri  batteri, invece, si localizzano sull’epidermide aprendosi,

eventualmente, un varco verso 1 tessuti sottocutanei attraverso lesioni, frutto

di un processo infiammatorio localizzato (Streptococcus pyogenes,

Staphylococcus aureus). L’interazione dei batteri patogeni con le cellule

degli epiteli mucosi ¢ mediata da fattori localizzati sulla superficie della
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cellula batterica o secreti all’esterno della cellula stessa. Un primo

importante gruppo di fattori batterici in grado di condizionare la fase iniziale

del processo infettivo ¢ rappresentato dalle cosiddette adesine, che

consistono in strutture superficiali di diversa natura. Esse sono costituite

fondamentalmente da proteine presenti all’estremita delle fimbrie o pili, da

proteine di superficie in grado di legarsi alla membrana di cellule

eucariotiche o a proteine della matrice intercellulare e da alcuni

polisaccaridi capsulari. Le diverse adesine di natura proteica generalmente

agiscono da lectine, interagendo in modo specifico con particolari residui

glicidici di glicoproteine o di glicolipidi presenti sulla superficie delle

cellule degli epiteli mucosi o nelle molecole della matrice intercellulare.

Anche 1 materiali capsulari possono favorire I’adesione batterica a superfici

lisce (ad esempio Streptococcus mutans alla superficie dello smalto dentale)

e, a volte, nel caso di batteri in grado di produrre notevoli quantita di

materiale capsulare ed in presenza di condizioni favorevoli, la

moltiplicazione batterica ¢ seguita dalla formazione di biofilm. Si tratta di

complesse strutture, formate da un’estesa matrice di materiale capsulare

contenente numerosi batteri, le quali possono invadere zone ampie di

mucosa. Esempi tipici sono dati dalle infezioni da Pseudomonas aeruginosa
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a carico della mucosa respiratoria di soggetti affetti da fibrosi cistica, fascite

necrotizzante prodotta da alcune specie di Streptococcus pyogenes e

produzione di biofilm su valvole cardiache, superfici di materiali inerti

introdotti a scopo terapeutico (fili di sutura, impianti protesici). All’interno

del biofilm, i batteri sono relativamente resistenti all’azione degli effettori

delle difese antimicrobiche costitutive o inducibili e possono rappresentare

anche un difficile bersaglio per numerosi farmaci antibatterici che non

riescono a diffondere efficacemente attraverso la spessa matrice di materiale

capsulare che ingloba i batteri. Questa organizzazione dei batteri ¢ causa di

infezioni persistenti ed una delle condizioni infettive di piu difficile

approccio terapeutico. Una volta ancorati alla superficie di un epitelio

mucoso, 1 batteri patogeni tendono a moltiplicarsi ed iniziano un vero e

proprio dialogo biochimico (cross-talking) con le cellule epiteliali. Cio ¢

reso possibile dalla produzione di una serie di molecole, per lo piu di tipo

proteico, in varia misura tossiche, che vengono eliminate all’esterno della

cellula batterica. Data la complessita degli involucri batterici di superficie,

nei batteri Gram-negativi la secrezione delle varie proteine tossiche avviene

attraverso specifici sistemi secretori, costituiti da complessi organuli

cellulari. Quest’ultimi vengono utilizzati anche per I’esportazione di altri
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tipi di proteine, utilizzate per 1’assemblaggio di strutture quali pili e flagelli.

Una serie di evidenze sperimentali dimostrano che 1’attivazione dei diversi

geni che codificano 1 differenti prodotti effettori dell’azione patogena

batterica ¢, almeno parzialmente, regolata da una serie di “segnali” che i

batteri, una volta insediati sulla mucosa dell’organismo ospite, ricevono

dalla nuova situazione ambientale, nonché attraverso un’ulteriore serie di

segnali indicati globalmente con il termine di “quorum sensing”. Essi

divengono operanti quando la concentrazione di una serie di molecole

segnalatrici liberate nell’ambiente esterno dai batteri ed in grado di

interagire con recettori presenti sulla superficie degli stessi batteri

produttori, raggiunga o superi una concentrazione critica nel microambiente

parassitato, segnalando cosi il raggiungimento di una certa soglia di

consistenza numerica, il “quorum”, da parte della popolazione batterica. La

colonizzazione batterica di una mucosa ha come fine ultimo la distruzione

localizzata dell’epitelio. Cid produce I’apertura di un varco ed il passaggio

dei batteri verso la sottomucosa, riccamente vascolarizzata. I batteri,

comunque, sono in grado di attraversare 1’epitelio mucoso in una fase molto

precoce, utilizzando peculiari meccanismi invasivi che consentono la diretta

penetrazione nelle cellule dell’epitelio mucoso. In alcune situazioni, una
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volta diffuso alla sottomucosa, il processo infettivo resta relativamente

confinato, sebbene i batteri possano invadere i tessuti vicini grazie alla

produzione di esoenzimi quali jaluronidasi, proteasi, DNasi, collagenasi,

elastinasi, fosfolipasi. Quest’ultimi, oltre a digerire le sostanze

macromolecolari circostanti, trasformandole in risorse nutritive per il

batterio, facilitano D’apertura di veri e propri varchi nella sostanza

fondamentale del connettivo (invasine) o provocano danneggiamenti

irreversibili nelle cellule. I batteri possono anche produrre delle proteine

tossiche molto potenti che, diffondendo per via ematica, possono

coinvolgere in modo sistemico 1’organismo ospite, compromettendo la

funzionalita di diversi organi ed apparati (tossiemia). In altre circostanze,

invece, 1 batteri patogeni dopo essere penetrati nella zona sottomucosa,

possono diffondere per via ematica (batteriemia), linfatica o essere veicolati

da fagociti. In quest’ultimo caso, i batteri vengono liberati nell’ambiente

circostante a seguito della lisi del fagocita stesso, colonizzando tessuti ed

organi anche molto distanti. Una volta nei tessuti profondi dell’organismo

ospite, 1 batteri patogeni mettono in opera una serie di meccanismi intesi ad

evadere le difese antibatteriche costitutive o inducibili (aggressine). Diverse

sono le modalita con cui i batteri possono ostacolare I’attivita fagocitica.
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Esempi ne sono le fibrille, strutture di superficie ad azione anti-fagocitaria
costituite da proteina M ed acidi teicoici presenti in Streptococcus pyogenes,
o le capsule. La presenza di una spessa capsula, infatti, consente la
protezione del batterio dal contatto con vari peptidi ad azione antibatterica

presenti nei fluidi organici.™”

69



5.2 Adesivita batterica: generalita

Un’importante proprieta dei batteri patogeni, cosiccome dei batteri

commensali dei diversi epiteli mucosi, ¢ rappresentata dalla loro capacita di

aderire in maniera specifica e selettiva alla superficie cellulare. Cio ¢ dovuto

all’interazione stereospecifica di strutture esterne del batterio, che

globalmente prendono il nome di adesine, con recettori cellulari. Le adesine

sono rappresentate da una grande varieta di polimeri complessi quali

proteine, polisaccaridi, acido lipoteicoico combinati variamente tra loro. La

presenza di tali strutture si riscontra a livello delle fimbrie batteriche e, in

altri casi, nella membrana esterna batterica indipendentemente dalla

presenza di fimbrie. Un esempio caratteristico di adesina di natura

polisaccaridica ¢ dato dalla matrice anionica del glicocalice batterico che

consente a molte specie batteriche di formare microcolonie sulla superficie

del tessuto ospite. A riguardo, un esempio tipico ¢ fornito dai ceppi mucosi

di Pseudomonas aeruginosa. Per quanto riguarda I’acido lipoteicoico,

componente della parete cellulare dei cocchi Gram-positivi, esso si lega a

molti tipi di cellule eucariotiche grazie ad un’interazione col recettore per la

fibronectina. Lo stesso recettore ¢ responsabile dell’adesione di

Streptococcus mutans alla superficie dei denti, con conseguente formazione
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della placca dentaria. I recettori presenti sulla superficie delle cellule

eucariotiche sono rappresentati, a loro volta, dalla porzione glucidica di

glicoproteine o glicolipidi di membrana, anche da proteine di membrana con

siti in grado di legare differenti strutture lipidiche. Il rapporto tra

polisaccaridi capsulari ed adesivita ¢ impostato in una diversa direzione.

Infatti, ’adesione rappresenta un vantaggio per il fatto che il batterio riesce

a colonizzare su una superficie mucosa; di contro, pud rappresentare un

elemento di svantaggio allorch¢ le adesine vadano ad interagire con recettori

presenti sulle cellule fagocitiche, promuovendo cosi 1’ingestione e

I’eliminazione del batterio patogeno da parte delle stesse. Un efficace

strumento per contrastare gli effetti nocivi dell’interazione adesine-fagociti

¢ rappresentato dalla sintesi di materiali capsulari che, se presenti in

notevoli quantita, sono in grado di mascherare le adesine impedendone,

cosi, I’interazione con 1 recettori delle cellule eucariotiche. I polimeri

capsulari possono inibire le interazioni in svariati modi: variando le cariche

di superficie del batterio; alterando 1’idrofobicita di superficie; modificando

I’orientamento spaziale delle adesine alla superficie della cellula

batterica.’"!
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5.3 Adesivita nelle Infezioni delle Vie Urinarie

L’ingresso dei batteri nell’apparato urinario non implica necessariamente lo

sviluppo di una infezione, che dipendera dalla virulenza, dal numero dei

microrganismi, dall’efficacia dei meccanismi difensivi dell’ospite e

dall’eventuale presenza di fattori favorenti 1’infezione. Poiché Ia

maggioranza delle Infezioni delle Vie Urinarie sono causate da Escherichia

coli, gran parte degli studi riguardano I’attivita di tale batterio. E. coli ¢ un

ospite normale dell’organismo umano, in cui rappresenta la specie

predominante nella popolazione batterica aerobia-anaerobia facoltativa

residente nell’intestino crasso. Si tratta di un esempio classico di batterio

opportunista-patogeno ovvero, pur facendo parte della normale flora

microbica intestinale, pu0 causare diverse malattie se raggiunge altri

distretti dell’organismo: tra queste, I’infezione urinaria ¢ sicuramente la piu

frequente ed importante. II pid importante fattore di virulenza ¢

rappresentato dalla capacita del batterio di aderire in maniera specifica e

selettiva alla superficie dell’urotelio: [’adesivita batterica. Cio ¢

conseguenza dell’interazione stereospecifica tra strutture proteiche

superficiali del microrganismo, le adesine, localizzate all’estremita distale

di filamenti sottili chiamati fimbrie (o pili) [Tab.5], con specifici recettori
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presenti sulla superficie delle cellule uroepiteliali costituiti da glicolipidi di

membrana [Fig. 4]. Cio consente al batterio di restare adeso all’epitelio,

nonostante il lavaggio meccanico prodotto dal flusso urinario. L’aderenza

batterica alle cellule epiteliali delle vie escretrici costituisce il primo passo

della colonizzazione; seguono la penetrazione della mucosa, 1’avvio del

processo inflammatorio e la comparsa della sintomatologia. Sulla base della

capacita del mannosio di interferire sull’adesivita batterica, si distinguono

due tipologie di pili: pili di tipo I, mannosio sensibili; pili di tipo II,

mannosio resistenti.

Table 1. Adhesins commonly associated with UPEC isolates.

Organelle Specific adhesin Host receptors Cells recognized Associated disease

Type 1 pili FimH Mannosylated glycoproteins Bladder and kidney epithelial cells, Cystitis, sepsis, meningitis
(e.g. UP1a and CD48), buccal cells, erythrocytes, mast cells,
Tamm—Horsfall protein, type macrophages, neutrophils,
1 and type IV collagens, extracellular matrix, other bacteria,
laminin, fibronectin implants

P pili PapG(l, II, 1) GbO3, Gb0O4, GbO5 Kidney epithelial cells, erythrocytes Pyelonephritis

S/FAC pili StaS, SfaA/FocH Sialic acid residues, Bladder and kidney epithelial cells, Ascending UTls,
plasminogen/ erythrocytes, endothelial cells sepsis, meningitis
B-GalNac-1,4-Gal

Dr adhesins Various DAF (CDs5), CD66e, Bladder and kidney epithelial cells, Cystitis, pyelonephritis,
type IV collagen, o, integrin erythrocytes, neutrophils, interstitial diarrhoea, sepsis

compartments of kidney

Tabella5 Adesine comunemente associate agli UPEC

73




Host extracellular
matrix glycoprotein
R (e.q., fibronectin)
Host cell-surface
glycoprotein or
glycan

Host cell-
surface integrin

Host glycolipid
or glycoprotein

Symbolic Representations of Common Monesaccharides and Linkages

O Galactose (Gal) ‘& Xylose (Xyl)

[ N-Acetylgalactosamine (GalNAc) ’ N-Acetylneuraminic acid (NeuSAc)
[ Galactosamine (GalN) <>- N-Glycolylneuraminic acid (Neu5Gc)
@ Glucose (Gig) < 2-Keto-3-deoxynononic acid (Kdn)
B N-Acetylglucosamine (GleNAc) A Fucose (Fuc)

™ Glucosamine (GleN) Q Glucuronic acid (GlcA)

@ Mannose (Man) &> Iduronic acid (IdoA)

B N-Acetyimannosamine (ManMNAc) <> Galacturonic acid (Gala)

M Mannosamine (Manh) <} Mannuronic acid (ManA)

Figura 4 Interazione adesine-cellule uroepiteliali

Oltre Escherichia coli, 1 piu importanti uropatogeni che hanno sviluppato

meccanismi di adesione sono Proteus spp., Klebsiella spp. e Staphylococcus

saprophyticus. L’adesivita batterica ¢ notevolmente condizionata dallo stato

secretorio dell’ospite. Nei secreti mucosi dei soggetti normali (fenotipo

secretore) sono presenti sostanze, uromucoidi e glicoproteiche, che legano

avidamente 1 pili di tipo I; nei soggetti con infezioni ricorrenti (fenotipo non

secretore), invece, si nota un deficit secretivo di tali sostanze. Cio evidenzia
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come, in alcuni soggetti, i fattori genetici siano in grado di determinare la

reattivita della mucosa genito-urinaria nei confronti dei batteri uropatogeni e

che la virulenza del batterio avrebbe un ruolo di minore importanza. E’

importante sottolineare che la presenza di fimbrie non ¢ condizione assoluta

per I'insorgenza di un’Infezione delle Vie Urinarie, poiché i germi non

fimbriati possono aderire all’urotelio grazie ad ulteriori meccanismi

(adesine non fimbriali, meccanismi aspecifici costituiti da legami di tipo

idrofobico, produzione di proteasi anti-IgA). Svariati sono i meccanismi di

difesa contro le Infezioni delle Vie Urinarie e comprendono diversi fattori,

sia di tipo anatomico che funzionale:

1) barriera glomerulo-capillare: nonostante il suo piccolo spessore,

costituisce un’efficace protezione contro la diffusione ematogena dei

batteri;

2) Depitelio che riveste i calici, la pelvi, gli ureteri, la vescica e

Puretra: costituisce una barriera meccanica contro 1’invasione

batterica, tant’¢ vero che un danno della sua integrita favorisce

I’instaurarsi di un’infezione;

3) mucina che riveste ’urotelio: sostanza costituita da anticorpi,

frazioni del complemento, opsonine e lisozima, in grado di inibire

75



I’adesivita batterica.

L’attivita antiadesiva della mucina si spiega con la spiccata idrofilia

dei polisaccaridi di superficie (glicosaminoglicani) in esse contenuti.

Quest’ultimi, infatti, legandosi alle molecole di acqua formano una

barriera idrofila interposta tra 1’urotelio e le sostanze disciolte

nell’urina, compresi 1 batteri;
9 b

4) IgA secretorie: sono prodotte dalle plasmacellule presenti nella

5)

6)

lamina propria dell’urotelio. Tali immunoglobuline sono dotate di

una componente secretoria che ne condiziona il trasporto trans-

epiteliale e funge da recettore legandosi alla superficie batteri,

inibendo cosi la capacita dei microrganismi di aderire alle cellule

epiteliali. Il loro effetto protettivo ¢ indirettamente dimostrato dal

fatto che la produzione risulta significativamente ridotta nei pazienti

con IVU ricorrenti;

uromucoide di Tamm-Horsfall: glicoproteine prodotte dalle cellule

della mucosa uretrale e vescicale, ricche di radicali mannosio liberi,

in grado di captare e bloccare le fimbrie di tipo I ed impedire la

colonizzazione batterica;

integrita della giunzione uretero-vescicale e presenza di una
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7)

8)

papilla renale non refluente: impediscono, rispettivamente, il
reflusso verso il rene dell’urina vescicale ed il reflusso
nell’interstizio renale dell’urina pielica;

diluizione delle urine vescicali e svuotamento completo della
vescica: determinano un vero e proprio lavaggio periodico dei germi
presenti in uretra distale;

attivita battericida del secreto prostatico (contenente il PAF,

fattore antibatterico prostatico) e delle secrezioni vaginali acide.’
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54 Strutture batteriche e adesivita
Pili di tipo 1

I pili di tipo I contengono da 500 a 3000 subunita FimA, che costituiscono
I’asse elicoidale. Inoltre, all’estremita della fibrilla, sono presenti le subunita
FimF, FimG e 1’adesina FimH. La subunita FimH, a differenza delle altre,
presenta due domini: un dominio di lectina N-terminale, FimHL, ed un
dominio di pilina C-terminale, FimHP, quest’ultimo riscontrato anche nelle
altre subunitd. La subunitda FimD, invece, risulta legata alla membrana

esterna batterica [Fig. 5.4

Parallel orientation
FimH
Tip fibrillum

FimG

FimF

(500 - 3000 DSF-FimHP DSG-FimHP

FimA subunits)

c Antiparallel orientation

Quter membrane

Periplasm
2 @r\

F|mC
% FimH,-DS; FimH,-DS,_
‘Inner membrane | | SecYEG translocon ‘ ec e
Cytoplasm

FimG-DS, FimGDS,

Figura5 Struttura dei Pili di tipo |
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La subunita FimH [Fig. 6, 7] consente 1’adesione del batterio a glicoproteine
ed epitopi peptidici non glicosilati dell’ospite, comprese le IgA secretorie, il
glicofosfatidilinositolo (GPI) ancorato alla proteina CD48,"*** I’antigene
carcinoembrionale correlato alla famiglia delle molecole di adesione
cellulare (CEACAM),”>*®! la proteina Tamm-Horsfall,”” 'NCA-50 (Non-
specific Cross-reacting Antigen),”® le molecole di adesione ai leucociti

CD11b e CDI18,"™ le subunita di integrina o3 ¢ p1,°” I'uroplachina la

(UP1a)," le proteine di collagene di tipo I e di tipo IV associate alla

[101 [102

matrice extracellulare, I la laminina!'® e la fibronectina."®! In diversi
studi, nei quali sono state utilizzate cellule epiteliali della vescica, ¢ stato

dimostrato come le subunita FimH siano necessarie e, allo stesso tempo,

[104]

sufficienti per I’innesco del processo invasivo.

Adhesin Domain

) Pilin Domain

Figura6 Particolare della subunita FimH del pilo di tipo |
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Figura7 Struttura molecolare del dominio di FimH

L’invasione batterica delle cellule ospiti da parte di FimH pud essere

P Le integrine sono

mediata dalle subunita di integrina o3 e p1 [Fig.8].
delle proteine di membrana, costituite da subunitad o e 3, che in condizioni
normali legano la matrice extracellulare al citoscheletro di actina.!"®! FimH
¢ in grado di di legare individualmente le subunita di integrina o3
e B1 grazie ad N-glicani ad alto mannosio, indipendentemente dalla classica
tasca di legame formata dagli eterodimeri a3p1.°? I recettori costituiti da

integrina a3 e PB1, raggruppati attorno al batterio adeso, coincidono con
I’accumulo di F-actina a livello dei siti interessati dall’invasione batterica. |
siti di fosforilazione localizzati nella porzione citoplasmatica dell’integrina
B1, modulano la variazione conformazionale della proteina stessa e
consentono, altresi, il reclutamento e 1’attivazione di svariati adattatori e

trasmettitori di segnale, gran parte dei quali sono implicati nell’invasione
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delle cellule ospiti mediata da FimH [Fig. 9].
Nella cascata di eventi ¢ inclusa la stimolazione nella cellula ospite di
GTPasi, quali Racl, e I’attivazione di Src ¢ FAK (Focal Adhesion

991041061071 1 5 formazione del complesso di transizione tra FAK

Kinase)..
ed IP-3-chinasi, come osservato nel corso del processo di invasione,
stimola la produzione del secondo messaggero, 3-fosfoinositide, che puo
modulare la dinamicita dell’actina, mentre la formazione del complesso tra
la proteina adattatrice a-actinina e la vinculina si rivela utile nella
stabilizzazione dei riarrangiamenti del citoscheletro.['**1%%11]

In particolare, mutazioni a livello della porzione citoplasmatica
dell’integrina B1, caratterizzate dalla sostituzione della treonina 788 e 789
con alanina e la sostituzione della tirosina 783 e 795 con fenilalanina,
portano ad un’evidente inibizione dall’invasione batterica mediata da

FimH.””! Di contro, la sostituzione della serina 785 con alanina incrementa,

per ragioni ancora non comprese, la frequenza dell’invasione batterica.
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Figura 8 Interazione tra pilo di tipo | e cellule uroepiteliali
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Figura 9 Cascata di eventi intracellulari mediati dal pilo di tipo |
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Nessuna di queste mutazioni interferisce con ’adesione dei batteri alla
cellula ospite. In alcuni recenti lavori, si ¢ dimostrato come la cellula ospite
sia in grado di sviluppare dei meccanismi per aggirare alcuni dei segnali
della cascata di eventi che promuovono I’invasione dei batteri uropatogeni. I
risultati, infatti, mostrano come 1’incremento dei livelli intracellulari di
AMP-ciclico dovuti all’attivazione del recettore TLR4 (Toll-like receptor 4)
incida negativamente sull’attivita di Racl, causando interferenza col
processo d’invasione batterica.l'” Non appena i batteri uropatogeni si
ritrovano all’interno della cellula, la continua espressione del pilo di tipo 1
puo anche incrementare la produzione di IBC (Intracellular Bacterial
Community) [Fig. 10], stimolando cosi 1’aggregazione batterica e la
formazione di biofilm."'"! La biosintesi intracellulare di un’altra adesina,
chiamata Ag43 (Autotransporter Protein Antigen 43), pud promuovere e
determinare, in maniera simile all’IBC, 1’aggregazione batterica.!''*'!¥l

I pili di tipo I sono espressi da piu del 90% dei ceppi di Escherichia coli
isolati, sia patogeni che commensali. Essi sono importanti per la maggior
parte dei batteri uropatogeni, in quanto consentono un’efficace

colonizzazione del tratto urinario.!''>12%
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Figura 10 Produzione di IBC (Intracellular Bacterial Community)
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Pili di tipo 11
I pili di tipo II riconoscono sulla superficie dell’urotelio un recettore
glicosfingolipidico identico a quelli del sistema sanguigno di gruppo P. I pili
di tipo II che interagiscono con tali recettori prendono il nome di pili o
fimbrie P, caratteristici dei ceppi pielonefritogeni di E. coli.’" Essi sono
costituiti dall’adesina PapG, posta all’estremita della fibra, che consente
I’adesione alla superficie delle cellule uroepiteliali dell’ospite. Inoltre sono
presenti una proteina adattatrice PapF, una proteina fibrillare PapE,
un’ulteriore proteina adattatrice PapK e circa 1000 copie di una pilina

strutturale chiamata PapA [Fig. 1 17.121

n+1

OM

Figura 11 Struttura del pilo di tipo Il
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Diversi studi hanno dimostrato come il pilo P rappresenti un importante
fattore di virulenza associato alla pielonefrite nel processo di adesione al
tessuto renale. Inoltre, si ¢ evidenziato come 1’adesina PapG non sia
necessaria nel processo di colonizzazione della vescica da parte dei batteri

[122]

uropatogeni. Il recettore per 1’adesina PapG prende il nome di

Globotriasilceramide (GbO3) e consiste in un digalattoside (Gala1-4Gal)

legato ad un residuo di (-glucosio, ancorati alla membrana da un gruppo

(1231241 T »alterazione del complesso Galal-4Gal di GbO3, per

ceramide.
addizione di una molecola di N-acetil-galattosammina, produce GbO4
(globoside). L’addizione di due molecole di N-acetil-galattosammina,
invece, determina la formazione di GbOS (antigene di Forsmann). Tre
distinte varianti dell’adesina PapG, designate con GI, GII, GIII, sono state
identificate e riconosciute rispettivamente in GbO3, GbO4 e GbOS. Cio ha
suggerito che le differenti varianti di PapG potessero influenzare la
specificita dei ceppi uropatogeni nei confronti delle cellule ospiti. Studi
successivi, comunque, hanno reso dubbia tale possibilita.l'*”!

L’assemblaggio del pilo P [Fig. 12] avviene grazie a proteine periplasmiche

chiamate “chaperones” (PapD) e complessi di proteine localizzate nella
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membrana esterna, chiamate “ushers” (PapC). Le proteine chaperones
sono fondamentali per la stabilizzazione ed il trasporto delle subunita, tant’¢
vero che la loro assenza o un loro eventuale malfunzionamento non
consentono ’assemblaggio del pilo.!'**"*' I domini C- ed N- terminali delle
ushers sono, invece, importanti per 1’incorporazione delle subunita nel pilo
in formazione. Il dominio N-terminale delle ushers consente il
riconoscimento e [’associazione con 1 complessi chaperones-subunita,
mentre il dominio C-terminale risulta fondamentale per le successive

manipolazioni.'?*13

PapG

Outer membrane

Inner membrane

Figura 12 Processo di assemblaggio del pilo di tipo Il
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Pili di tipo S ed F1C

I pili S possiedono una struttura simile a quella dei pili di tipo I ed ai pili P,
ma non altrettanto ben definita.l'* Le fibre che li costituiscono sono
formate da una subunita maggiore, SfaA, e da tre subunita minori SfaG,
SfaH e SfaS. La subunita SfaS ¢ localizzata all’estremita del pilo S e puo
mediare 1’interazione batterica con i residui di acido sialico espressi dalle
cellule dell’endotelio epiteliale e vascolare del rene.l'**"” La subunita
maggiore SfaA possiede anche adesine caratteristiche che possono aderire ai

(1401411 1 2 subunita

glicolipidi e plasminogeno delle cellule endoteliali.
minore, insieme alla SfaS, puo anche modulare la capacita di legame del
pilo . Quest’ultimo puo facilitare la diffusione batterica attraverso i
tessuti dell’ospite ed € spesso associato ai ceppi di E. coli che causano sepsi,
meningite ed infezioni ascendenti delle vie wurinarie, inclusa la
pielonefrite.'*7*) Recenti lavori hanno dimostrato che i residui di acido
sialico sono esposti da UP3 (Uroplachina 3), una proteina integrale di
membrana notevolmente espressa nella superficie luminale della vescica.
Ciod suggerisce che potrebbe svolgere un importante ruolo nelle cistiti.!'*”
Sono stati identificati degli organelli adesivi che presentano un’omologia

strutturale ai pili S, sebbene differiscano nella specificita recettoriale.!'**'4*]
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Tra tali omologhi strutturali si ricorda il pilo F1C, in grado di legare i
residui di B-GalNac-1 e 4B-Gal presenti sui glicolipidi espressi dalle cellule
epiteliali dei tubuli distali, dei dotti collettori del rene ed anche dalle cellule
endoteliali del rene e della vescica. I pili F1C sono codificati da circa il 14%
di UPEC isolati. Cio indica che essi possano svolgere un compito
importante nella patogenesi di un gran numero di casi di Infezioni delle Vie

Urinarie.'*"!
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Adesine Dr
Questo gruppo di adesine include le adesine fimbriali associate agli
uropatogeni e le adesine non fimbriali AFA-I, AFA-II, AFA-III, AFA-IV,
Nfa-I e Dr IL'"™ Le adesine Dr si riscontrano nella colonizzazione
ascendente e nell’infezione interstiziale cronica delle vie urinarie. Studi
epidemiologici indicano che circa la meta dei bambini con Infezioni delle
Vie Urinarie e circa il 30% delle donne in gravidanza con pielonefrite sono
colonizzate da ceppi UPEC che esprimono le adesine Dr. Inoltre,
un’eventuale infezione con ceppi di E. coli che esprimono tali adesine puo
determinarne la ricorrenza. Il contributo delle adesine Dr in termini di
virulenza e persistenza delle infezioni puo essere sostanziale. Recentemente,
¢ stato riportato che 1 ceppi UPEC che codificano le adesine Dr, ma non 1
batteri Dr, possono sopravvivere per piu di un anno nel tessuto
renale.**"*" Alcuni membri della famiglia delle adesine Dr sono in grado
di riconoscere una o piu di quattro sequenze ripetute di 60 aminoacidi, le
brevi sequenze consenso (SCR), presenti nel fattore di decadimento
accelerato (DAF, CDS5S5), una glicoproteina legata al fostatidil-inositolo
espressa sugli eritrociti ed altri tessuti, incluso 1’uroepitelio.!"*” Differenti

membri della famiglia delle adesine Dr sembrano riconoscere distinte
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sequenze SCR all’interno del DAF. L’incremento dell’espressione del DAF
nel tratto urinario durante la gravidanza pud determinare un incremento di
suscettibilita di infezioni nelle donne gravide che presentano UPEC Dr'.'*%
Le adesine Dr sono anche in grado di legare I’antigene carcinoembrionico
(CD66e), una proteina con funzione ancora sconosciuta, ed il collagene di
tipo IV. Le adesine Dr, interagendo con il DAF, altri recettori come il
collagene di tipo IV e CD66e, pud promuovere ’adesione batterica ai
compartimenti interstiziali del rene e puo facilitare la persistenza a lungo

termine dei batteri nelle alte vie urinarie.['>%!5]
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5.5  Sierotipi UPEC

La classificazione tradizionale dei ceppi di Escherichia coli & basata sulla
presenza di certi antigeni O (somatici), K (polisaccaride capsulare) ed H
(flagellare). Un’associazione tra I’espressione di specifici antigeni capsulari
e la patogenicita di E. coli ¢ stata ben documentata, ma non ¢ stato ancora
ben chiarito a quali di essi sia legata. L’antigene O, che definisce piu di 176
sierogruppi, ¢ un polisaccaride che consiste in 10-25 subunita zuccherine
ripetute ed ancorate alla porzione esterna del lipopolisaccaride (LPS),
componente della membrana batterica.!'’> Negli UPEC si riscontra una
maggiore frequenza degli antigeni O1, 02, O4, 06, O7, 08, 016, 018, 025
ed O75 rispetto a quella degli antigeni specifici K ed H.I'31%¢ U esempio
ne sono gli UPEC isolati e sequenziati CFT073 (06), 536 (06), UTI89
(O18), cosi come altri due ceppi spesso utilizzati, ovvero J96 (04) ed F11
(O6). L’antigene capsulare K1 ¢ tipicamente associato ai ceppi ExPEC
(Extracellular Pathogenic E. coli) che causano la meningite neonatale
(NMEC) e svolge il compito di proteggerli sia dai batteriofagi che dal
sistema del complemento. Inoltre esso incrementa la sopravvivenza batterica
nelle cellule dell’endotelio microvascolare del cervello e facilita 1’evasione

dalla fagocitosi mediata da fagociti professionali.’>’'®"! Sebbene non vi
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siano prove certe nel coinvolgimento di specifici antigeni K nella patogenesi
mediata da UPEC, ¢ stato notato che UPEC recanti gli antigeni K1 oppure
018 codificano piu fattori di virulenza rispetto a quelli riscontrati in ExXPEC
isolati."® E’ interessante notare che il ceppo UTI89, molto studiato e
responsabile delle cistiti umane, mostra il sierotipo NMEC O18:K1:H7.
Quest’ultimo puo contribuire alla spiccata virulenza di tale particolare ceppo

batterico.['>>16%
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5.6  UPEC: secrezione tossine

La capacita dei batteri patogeni di produrre tossine ¢ ben conosciuta. La
maggior parte degli UPEC possiedono i sistemi secretori di tipo I e di tipo
V ma non 1 sistemi secretori di tipo III che altri patogeni, normalmente,
utilizzano per far penetrare molecole effettrici all’interno delle cellule
ospiti.l"®! Un prototipo di tossina secreta dai sistemi di tipo I, ’a-emolisina
(HlyA), ¢ codificata da circa il 50% degli UPEC isolati e la sua espressione
¢ associata ad un incremento della gravita clinica nei pazienti affetti da
Infezioni delle Vie Urinarie."**'®*! Gli UPEC isolati CFT073 e UTI89
contengono una copia dell’operon per I’emolisina, I’ HlyCABD, mentre il
ceppo 536 ne contiene due copie. Hlya [Fig. 13] ¢ una tossina Calcio-
dipendente di 110 kDa che, a concentrazioni elevate, ¢ in grado di formare
grandi pori da 2 nm nelle cellule ospiti, conducendole alla lisi "' La
funzione primaria dell’HlyA consiste nella distruzione della cellula ospite,
facilitando 1l rilascio di sostanze nutrienti e ulteriori fattori, ad esempio il
ferro, che sono fondamentali per la crescita batterica. Comunque, non ¢
ancora chiaro il motivo per cui la tossina HlyA spesso, nel corso di uno stato

infettivo, raggiunga concentrazioni elevate utili alla lisi delle cellule ospiti.

Ad ogni modo, in condizioni fisiologiche la concentrazione della tossina
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non ¢ tale da consentire la lisi cellulare. Recenti studi hanno dimostrato che

le basse concentrazioni di un certo numero di tossine in grado di produrre

pori puo modulare una grande varieta di segnali intracellulari, quali la

variazione della concentrazione di calcio, I’attivazione di MAP-chinasi,

I’alterazione della fosforilazione degli istoni e dei sistemi di

acetilazione.!'7%171

Inoltre, ¢ stato visto come possano determinare
un’importante inattivazione della serina/treonina chinasi Akt, che gioca un

ruolo centrale nella progressione del ciclo replicativo nella cellula ospite,

nel metabolismo, nel trasferimento di vescicole, nella sopravvivenza e nella

[172]

trasmissione dei segnali inflammatori.

Extracellular Space

HYA ‘ ; Y

Laminin Receptor
Precursor

» Actin Rearrangements

Host Cell Cytosol

Figura 13 UPEC e produzione di tossine
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Cio spiega i risultati ottenuti in lavori precedenti, nei quali si sottolineava la
necessita di concentrazioni sublitiche di Hlya per [D’inibizione della
chemiotassi batterica e 1’uccisione dei batteri da parte dei fagociti, cosi
come la mediazione da parte di tale tossina del processo apoptotico cellulare

[173-177

e I’attivazione dei processi inflammatori. ' EXPEC codifica anche per

tossine  secrete da sistemi di tipo V, conosciute come
“autotrasportatrici”.l'®!  Due di queste tossine, Vat (Vacuolated
Autotransporter Toxin) ¢ Sat (Secreted Autotransporter Toxin), sono
spesso espresse dagli UPEC isolati.'®*!™®! CTF073 codifica sia per Vat che
per Sat, mentre i ceppi 536 e UTI89 codificano solo per Vat. Vat e Sat sono
state inizialmente caratterizzate per la loro capacita di indurre una grande
varieta di effetti citopatici nella cellula ospite, incluse la vacuolizzazione ed
il rigonfiamento. Malgrado il ruolo di Vat nella patogenesi delle Infezioni
delle Vie Urinarie non sia stato studiato in maniera approfondita, ¢ stato
visto come tale tossina sia in grado di incrementare la virulenza degli APEC
(Avian Pathogenic E. coli).!'” L’espressione di Sat da parte di CEFT073,
invece, ¢ in grado di determinare un importante danneggiamento a carico

del rene di cavia, causando dissoluzione della membrana glomerulare,

perdite dalle cellule dell’epitelio tubulare e vacuolizzazione del tessuto
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renale. 130181 Paradossalmente, Sat non sembra influenzare 1’abilita di
CFTO073 nel colonizzare il tratto urinario della cavia. Si sta indagando
sull’eventuale presenza di ulteriori tossine autotrasportatrici codificate dagli
UPEC. Le tossine espresse dagli UPEC non sono necessariamente secrete
“nude”, ma possono essere associate a vescicole di membrana (OMYV) che
gemmano dalla superficie batterica. Le OMV sono sfruttate da alcuni batteri
per facilitare la comunicazione, lo scambio di materiale genetico, I’adesione

[182.183] pego

batterica, 1’invasione nelle cellule ospiti ed il rilascio di tossine.
sono utilizzate dai batteri per proteggere il “carico tossico” diretto verso la
cellula ospite. HlyA e CNF1 (Citotoxic Necrotizing Factor 1) sono un
esempio di tossine prodotte dagli UPEC e trasportate in OMV.['8415]
Approsimativamente, circa un terzo degli UPEC isolati codifica per CNF1,
incluso 1l ceppo UTI89. La tossicita di tale proteina da 113 Kda ¢ attribuita
alla sua abilita di attivare le GTPasi della famiglia Rho: RhoA, Rac e/o
Cdc42."®" Lattivazione delle GTPasi Rho colpisce numerose funzioni
delle cellule eucariotiche, inclusa la formazione delle ASF (Actin Stress
Fiber), di lamellipodia, di filopodia, I’induzione dell” “increspamento” della

membrana e la modulazione dei segnali infiammatori.!"®* Per esercitare il

suo effetto CNF1, grazie al legame al precursore per il recettore della
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laminina esposto sulla superficie cellulare, puo ottenere I’accesso al citosol,
innescando la captazione ed il trasferimento della tossina nel compartimento
endosomiale. Condizioni di acidita presso tale compartimento, induce la
traslocazione del dominio catalitico del CNF1 attraverso la membrana
vescicolare e, quindi, all’interno del citosol dell’ospite ove stimola le
GTPasi della famiglia Rho.!"®"! Un’attivazione prolungata delle GTPasi Rho
conduce alla sua ubiquitinazione e conseguente degradazione proteosomica.
L’attivazione della GTPasi Rho da parte del CNF1 si configura, quindi,
come un processo temporaneo € la citotossicita correlata al CNF1 ¢ dovuta
sia all’attivazione di una proteina Rho aberrante e la sua conseguente
degradazione. Il meccanismo attraverso il quale CNF1 ¢ incorporato nelle
OMV e lo specifico ruolo che tali vescicole svolgano nella liberazione del
CNF1 nelle cellule ospiti non € attualmente noto. In condizioni sperimentali,
grazie all’utilizzo di modelli di IVU in cavie, gli UPEC che producono
CNF1 presentano notevoli vantaggi all’interno delle cellule della vescica e

[189,190

dei reni. I L espressione di CNF1 da parte degli UPEC puo determinare

I’insorgenza di IVU sfruttando diverse vie. Pud promuovere 1’apoptosi delle

cellule epiteliali di vescica, probabilmente stimolando la loro esfoliazione e

[191

incrementando 1’accesso dei batteri nel tessuto sottostante.!'”! Inoltre, la
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degradazione proteosomica della GTPasi Rho Rac attivata dal CNFI,
producendo “increspamento” cellulare e formazione di filopodia, porta
anche ad un incremento della motilita cellulare e della captazione
batterica.!'”” Recentemente & stato visto che la secrezione del CNFI
contenuto nelle OMV da parte dell’UPEC CP9 determina 1’inibizione dei
fagociti e dell’attivita chemiotattica dei neutrofili. Quindi, tali effetti mediati
da CNF1 possono facilitare la diffusione e persistenza degli UPEC nel tratto

urinario.['#1%]
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5.7  ABU (Asymptomatic Bacteriuria E. coli)

Gli ABU (Asymptomatic Bacteriuria E. coli) sono particolari ceppi
batterici in grado di persistere nel tratto urinario per mesi o anni senza
determinare apparente sintomatologia clinica. Essi si comportano da
commensali con l’ospite e, in alcuni casi, sembrano proteggere il tratto
urinario dalla colonizzazione di ceppi UPEC. In particolare, il ceppo ABU
83972 ¢ in grado di crescere raggiungendo cariche batteriche elevate nelle
cellule di vescica umane ed ¢ effettivamente in grado di competere con i
prototipi di UPEC fatti crescere sia nelle urine umane che nei modelli di
IVU nelle cavie."™ Per tale ragione, il ceppo ABU 83972 ¢ stato sfruttato
per ridurre la frequenza di IVU asintomatiche in volontari umani ed ¢
attualmente oggetto di investigazioni cliniche sia in USA che in Europa.!'*”!
Il genoma di ABU 83972 contiene molti geni associati agli UPEC che
codificano per fattori di virulenza quali pili di tipol, pili di tipo S, pili di
tipo F1C, fimbrie P, a-emolisina e sistemi di acquisizione multipla del ferro.
Ad eccezione di quest’ultimo, per gli altri fattori di virulenza il gene che li
codifica ¢ risultato non funzionale e in diverse condizioni di decadimento

[

. 196-1 . . . . .
genetico.”*'*! Questa ossevazione suggerisce che i ceppi ABU siano

“discendenti” di molti altri UPEC capaci di determinare stati tossici ed

100



infiammatori."® In seguito alla crescita nel tratto urinario umano o di
cavia, ABU 83972 mosta una significativa up-regulation trascrizionale dei
sistemi di acquisizione del ferro (enterobactina, aerobactina, salmochelina,
chu e sit) e un’evidente down-regulation del gene che codifica per le
fimbrie, dell’operon per 1I’a-emolisina e del rfaH, un regolatore universale
della virulenza degli UPEC.["*?°*!1 | ceppi ABU, paragonati ad UPEC
isolati di riferimento, si sono anche dimostrati capaci di produrre
biofilm.** Queste modifiche genetiche e comportamentali, riscontrate nel
ceppo 83972 ed in altri ABU, consentono ai batteri di crescere a titolo
elevato in ambienti poveri di ferro, come ad esempio le urine, senza
provocare evidenti risposte immunitarie. Gli attuali studi mirano a capire
meglio come 1 ceppi ABU siano in grado di proliferare e persistere nel tratto
urinario senza provocare evidenti alterazioni nell’ospite, ipotizzando un
eventuale possibile utilizzo di tali batteri a scopo profilattico. Inoltre,
possono aiutare a comprendere la funzione di possibili fattori di virulenza
prodotti dagli UPEC nel corso di stati patologici a carico

dell’ospite. 4203204
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5.8  Escherichia coli e formazione del biofilm

I biofilm ¢ una comunita strutturata di cellule batteriche racchiusa in una

matrice polimerica autoprodotta ed aderente ad una superficie inerte o

vivente.**”]

La formazione del biofilm avviene in 5 stadi [Fig. 14]:

1) avvicinamento della cellula planctonica, attraverso il flusso
del fluido o la motilita, alla superficie solida e attaccamento
reversibile, grazie al superamento delle forze repulsive. La
superficie solida ¢ generalmente “condizionata”, nel senso che
essa ¢ modificata a causa dell’assorbimento di diversi soluti
che ne alterano le proprieta rispetto ad una superficie in
condizioni normali;

2) passaggio da attaccamento reversibile ad irreversibile:
produzione di polimeri extracellulari da parte dei batteri e/o
interazione con la superificie grazie a specifiche adesine
situate all’estremita dei pili;

3) sviluppo precoce della struttura del biofilm;

4) accrescimento di microcolonie nel biofilm maturo. Anche

nel corso di questa fase, continuano ad essere prodotte le
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sostanze polimeriche extracellulari che si comportano da
matrice adesiva e come “trappola” per i nutrienti presenti
nell’ambiente circostante. Si tratta di strutture complesse, con
forma simile a piedistalli, ricche di canali d'acqua e pori, nelle
quali i batteri sviluppano modelli specifici di crescita, diversa
fisiologia e metabolismo rispetto alle cellule planctoniche;
5) dispersione di cellule dal biofilm nell'ambiente circostante
e ritorno allo stato planctonico.[206'209]
Lo sviluppo del biofilm ed il distacco o la liberazione di cellule,
singolarmente o in gruppo, puod essere regolato dall’espressione
genica legata alla densita di popolazione. Cido pud avvenire grazie
ad una serie di “molecole segnale” inviate da cellula a cellula: le
AHL (Acylated Homoserine Lactones) per 1 batteri Gram
negativi ed i peptidi specifici per i batteri Gram positivi.l?'®*'' In
Escherichia coli, gli AHL non sono direttamente coinvolti nella
formazione del biofilm, poiché questo microrganismo non ¢ in
grado di produrli. Tuttavia, esso produce la proteina SdiA, simile

alla proteina LuxR, che ¢ in grado di riconoscere le AHL prodotte

da altre specie batteriche.
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Surface determinants involved in E. coli biofilm formation
1 Surface contact and reversible Flagella and motility
attachment
2 Imeversible attachment Type 1 fimbriae (fimbriac)
Curli
PGA polysaccharide (EPS)
3 Microcolony formation Motility
and early development of Curli
biofilm architecture Antigen 43 (autotransporter
protein)
Colanic acid (EPS)
PGA polysaccharide (EPS)
4 Maturation Colanic acid (EPS)
Curli
Conjugative pili
5 Dispersal Flagella and motility

Figura 14 Escherichia coli e processo di formazione del biofilm

Quest’ultime, comportandosi da “molecole segnale”, possono
influenzare lo sviluppo del biofilm da parte del batterio. 212213
Numerosi ceppi di E. coli producono anche la proteina AI-2

(Autoinducer-2), diffusa sia nei Gram positivi che nei Gram

negativi, la cui sintesi dipende dal genme LuxS. AI-2 ¢ coinvolta
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nella regolazione di svariate funzioni in E. coli, ad esempio la
produzione di flagelli e la motilita, anch’esse implicate nella

2142151 Diversi studi indicano che i batteri che

formazione del biofilm.!
vivono nel biofilm possono acquisire elementi genetici trasmissibili molto
piu velocemente degli altri, ad esempio mediante il processo di
coniugazione.*'” Questo fatto suggerisce che 1’evoluzione per trasferimento
orizzontale di materiale genetico, data la vicinanza fisica delle singole
cellule, pud avvenire rapidamente in un biofilm, rendendolo il luogo
perfetto per lo sviluppo di nuovi patogeni grazie all’acquisizione di
determinanti per 1’antibiotico-resistenza e fattori di virulenza. Inoltre, i
batteri biofilm-associati risultano piu resistenti a molte sostanze tossiche
come antibiotici, disinfettanti e detergenti. Le spiegazioni possono essere
cercate nella minor diffusione di queste nel biofilm, nel ridotto tasso di
crescita cellulare, nelle sostanze specifiche del biofilm, come

[2171 Questi

I’esopolisaccaride, e negli effetti dovuti al quorum-sensing.
cambiamenti fenotipici sono il risultato di una variazione nel
modello globale di espressione genica. Cido determina il passaggio

delle cellule di E. coli dalla forma planctonica a quella tipica del

biofilm.?'#22%1 1| biofilm rappresenta, dunque, una struttura complessa
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che richiede comunicazione tra le cellule batteriche.[*"! I biofilm sono stati
riscontrati sulla superficie di dispositivi medici per 1’intubazione, cateteri,
valvole artificiali cardiache, strumenti per la pulizia e “water lines”.**? In
particolare, il biofilm prodotto da Escherichia coli ¢ frequentemente
descritto nelle Infezioni delle Vie Urinarie croniche o da catetere, che

223,224 . .
(2232241 [ e infezioni

rappresentano una delle pit comuni infezioni batteriche.
da UPEC interessano circa 1’80% di tutte le IVU acute in ambito
comunitario ¢ nosocomiale.*>?*") La capacita di E. coli di formare un
biofilm contribuisce alla colonizzazione della superficie del catetere,
proteggendo 1 batteri dal flusso meccanico dell’urina, dalle difese dell'ospite
e dall’azione degli antibiotici. La formazione di biofilm si riscontra anche in
caso di IVU croniche e ricorrenti, in quanto ¢ stato recentemente dimostrato
che alcuni ceppi uropatogeni possono formare strutture intracellulari simili a
biofilm che fungono da “serbatoio” e che possono essere causa di infezioni
ricorrenti.'”***** Tuttavia, poco si conosce riguardo il legame tra persistenza
degli UPEC nel tratto urinario ed instaurarsi di IVU croniche e recidivanti.
Di conseguenza, ¢ necessaria una migliore comprensione dei meccanismi

coinvolti nella formazione di biofilm da parte di Escherichia coli, cosi come

del rapporto tra formazione del biofilm e patogenesi. Tra i fattori conosciuti
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che contribuiscono alla produzione di biofilm si ricordano i flagelli, diverse
classi di fimbrie, curli, antigene 43 (Ag43), i composti dell’acido colanico
della matrice extracellulare, cellulosa e poli-f-1,6-N-acetil-D-glucosamina.
(224, 230-23411 3 regolazione dell'espressione genica che avviene nel corso delle
varie fasi di formazione del biofilm ¢ complessa e ancora poco conosciuta.
L’attaccamento alla superficie e la formazione di microcolonie sembrano
essere legate ad una serie di segnali che derivano dal contatto superficiale e
dall’osmolarita percepite, rispettivamente, attraverso il CpxA/CpxR e
’EnvZ/OmpR.1**>**" La disponibilita di sostanze nutritive ed altri segnali
di stress giocano un ruolo fondamentale nella formazione del biofilm di E.
coli. Ad esempio, il repressore dei cataboliti ed il fattore sigma
alternativo RPoS sembrano influenzare la fase di maturazione del biofilm,

C 24247 Un altro

cosi come 1 fattori di regolazione di H-NS, YaiC ¢ Res
livello di controllo ¢ dovuto all’espressione di strutture associate alla
superficie cellulare che vanno incontro a variazione di fase, cioe il
passaggio reversibile tra una fase "ON" ed una fase "OFF" di espressione
genica, che si traduce nella variazione del livello di espressione di singole
cellule appartenenti ad una certa popolazione. La variazione di fase ¢ dovuta

all’interazione tra diversi fattori regolatori.2**°"]
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CAPITOLO 6

Alternative alla terapia antibiotica: “Vaccinium macrocarpon”

6.1  Generalita

I Vaccinium macrocarpon [Fig.15], chiamato anche “mirtillo rosso
americano” o “cranberry”, ¢ una pianta nativa del Nord America. Il succo
ottenuto dal suo frutto ¢ stato impiegato, a partire dalla fine degli anni 20,

. . .. . . . .. 252
come rimedio medicinale per diverse patologie, tra cui la cistite.l*”!

Figura 15 Vaccinium macrocarpon
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Il suo utilizzo nelle malattie urinarie ¢ stato progressivamente ridotto nel
tempo e quasi abbandonato con la comparsa dei sulfamidici, prima, e degli
antibiotici, in seguito. Recentemente, ¢ stato valorizzato 1’impiego
medicinale dei derivati di questa pianta (frutto, succo disidratato ed
estratto), soprattutto nei confronti delle infezioni vescicali e delle
manifestazioni cliniche ricorrenti. Da un punto di vista molecolare il frutto,
come il succo disidratato e 1’estratto, contiene almeno due strutture
chimiche di interesse medicinale: acidi organici e antocianidine. 11
catabolismo dei primi sembrerebbe incrementare i livelli urinari di acido
ippurico, con conseguente acidificazione delle urine. Tra le seconde,
particolare rilievo hanno le proantocianidine, strutture dimeriche da molti
Autori indicate come vero e proprio principio attivo capace di limitare
I’adesivita, quindi la capacita proliferativa dei patogeni, con particolare
riferimento ad Escherichia coli.”>* Le proantocianidine (PAC) o tannini
concentrati di tipo A appartengono alla famiglia dei polifenoli. Alcuni
frutti, il thé ed il caffé contengono PAC, meglio conosciuti col nome di OPC
(oligoproantocianidine), € sono caratterizzati da un singolo legame: non
possiedono, dunque, alcuna capacita antiadesiva batterica. Il cranberry ¢ un

frutto unico in quanto possiede un'elevata quantita di PAC di tipo A, le sole
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componenti che possiedono un'attivita antiadesiva, riconosciuta come

coadiuvante nella riduzione delle cistiti e delle prostatiti. Alcuni studi hanno

anche dimostrato che le proprieta antiadesive delle PAC contenute nel

cranberry sono valide per tutti i ceppi di E. coli, resistenti o meno agli

[254-259]

antibiotici.

6.2  Ipotesi sul meccanismo d’azione

Le principali ipotesi sui possibili meccanismi di azione del cranberry nel

controllo delle cistiti batteriche sono due. La prima ipotesi ¢ che l'acido

quinico (acido organico presente nel frutto), aumentando 1’escrezione nelle

urine di acido ippurico, determini una moderata attivita antibatterica tramite

I’acidificazione delle urine. Numerosi ceppi batterici, infatti, presentano

difficolta di sviluppo ad un basso valore di pH. Tuttavia, diversi studi hanno

recentemente invalidato questa teoria, non rilevando in vivo cambiamenti

significativi o, al massimo, solo variazioni transitorie nella concentrazione

di acido ippurico nelle urine, insufficienti a creare una aciditd urinaria

stabile e significativa. La seconda ipotesi, che attualmente sembra avere

maggiori conferme in letteratura, sostiene che le proantocianidine abbiano la

capacita di inibire l'adesione di batteri patogeni alla mucosa vescicale,
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impedendo quindi lo sviluppo e la progressione dell’infezione. Senza

adesione, i batteri hanno una ridotta capacita proliferativa nel tratto urinario

e vengono escreti con maggiore facilita, non riuscendo quindi a determinare

un’infezione clinicamente significativa. Le proantocianidine di tipo A2

sembrano essere le principali responsabili dell'attivita antisettica, che si

manifesta in maniera irreversibile per interazione diretta sulle fimbrie di

Escherichia coli. In particolare, si ¢ verificato come tale batterio aderisca

alla membrana delle cellule uro-epiteliali per mezzo di strutture proteiche,

chiamate adesine, localizzate all'estremita distale di sottili filamenti

(fimbrie) che si proiettano dalla parete del batterio. Le fimbrie P (galattosio

specifiche) si legano ad un disaccaride del galattosio, a-D-Gal(1,4)-B-D-

Gal, presente sulla superficie delle cellule wuro-epiteliali. Le

proantocianidine, grazie all’elevata affinita che hanno per le fimbrie P,

impediscono  tale  legame  determinando  D’eliminazione  del

microrganismo.**"!
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6.3 Profilo di sicurezza

I cranberry, in generale, presenta un alto profilo di sicurezza. Nello studio

di tossicita orale acuta nel ratto, la DL50 dell’estratto standardizzato di

cranberry ¢ risultata maggiore di 4000 mg/kg. Essendo inoltre una pianta

per uso alimentare, il cranberry ed i suoi derivati vengono considerati sicuri

per un eventuale uso terapeutico nell'uomo.

Tra 1 pochi e rari possibili effetti collaterali, ¢ stata individuata la possibilita

di indurre o peggiorare una sintomatologia a livello gastrico, con

un’incidenza perd quasi aneddotica. Si tengono in considerazione alcune

segnalazioni secondo le quali la somministrazione del succo e/o dell'estratto

di Vaccinium macrocarpon nei pazienti che assumono anticoagulanti, in

particolar modo il warfarin, dovrebbe essere quanto meno monitorata e non

trascurata. Infatti, alcune pubblicazioni hanno posto [’attenzione su un

evidente incremento del valore basale di INR (attivitd protrombinica) in

pazienti in corso di trattamento. Questi dati non trovano pero riscontro in

studi randomizzati e in doppio cieco. Potrebbe, comunque, essere

ragionevole procedere con prudenza nell'associazione di questi due prodotti,

monitorando 1 parametri dei pazienti tenendo in considerazione le

segnalazioni in casereport di fenomeni emorragici.**"
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6.4 Attivita clinica dei derivati

In letteratura sono riportati molti lavori che hanno posto 1’attenzione

sull'efficacia del cranberry nelle Infezioni delle Vie Urinarie. L'interesse,

infatti, ¢ andato crescendo a causa della diminuizione di efficacia di

numerosi antibiotici e degli effetti collaterali che possono generarsi a causa

del loro eccesivo utilizzo. Purtroppo, le pubblicazioni cliniche significative

sono limitate. Nell'ambito delle UTI ¢ possibile, comunque, reperire alcuni

studi clinici recenti ben eseguiti e finalizzati a verificare la capacita del

Vaccinium macrocarpon nel ridurre I’incidenza delle infezioni urinarie. In

particolare, in una recente meta-analisi, alcuni Autori hanno valutato tutti i

lavori pubblicati riconducibili a frial controllati ed effettuati con criteri

scientifici verificabili, in cui fossero presenti tutti 1 dati richiesti per

I’analisi. Su 10 studi selezionati, per un totale di 1049 pazienti (6 realizzati

con succo disidratato e 4 con estratto secco), solo quattro sono stati ritenuti

validi per l'elaborazione. L'esito della meta-analisi ha dimostrato che esiste

evidenza che il cranberry riduca significativamente il numero delle infezioni

urinarie sintomatiche, in modo particolare nelle donne che soffrono di cistite

ricorrente. Il problema principale e comune che si ¢ riscontrato negli studi

ad oggi realizzati, sembra essere I’assenza di corretta standardizzazione e
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titolazione del derivato utilizzato. Da questo punto di vista, tale incertezza

riduce la validita dei risultati clinici ottenuti. Nella meta-analisi della

Cochrane Collaboration, sono stati tenuti in considerazione i lavori che si

basavano su un disegno sperimentale in doppio cieco vs placebo. Inoltre, il

preparato impiegato risultava essere altamente standardizzato in

proantocianidine. Si ¢ fatto riferimento agli studi pubblicati dal 1994 fino al

2005 e, tra questi, si ricordano:

1) lo studio di Bailey, condotto su 12 donne con cistite recidivante. Gli

Autori conclusero che la cistite ricorrente poteva essere controllata da

una preparazione di cranberry ad alto contenuto in polifenoli. Il limite

dello studio era dovuto al numero limitato di pazienti arruolati;

2) lo studio NAPRUTI, condotto su 280 donne, anch’esse con cistite

ricorrente. In esso, era stato confrontato l'uso del cranberry con la terapia

antibiotica classica. Gli Autori sostennero la non inferiorita dell’attivita

profilattica, dovuta all’uso di estratto di cranberry, nel ridurre le recidive

infettive rispetto alla somministrazione di antibiotico;

3) lo studio di Hess, condotto su 57 pazienti con vescica neurologica da

trauma spinale, in cui gli Autori notarono che la frequenza delle UTI era

stata ridotta da 1.0 casi per anno a 0.3 concludendo, cosi, che l'estratto
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secco di cranberry poteva essere efficace anche nei pazienti paraplegici,
4) lo studio di Wing, condotto su 188 donne in gravidanza, nel quale si
concluse che il cranberry presentava attivita protettiva nei confronti

delle cistiti sia asintomatiche che sintomatiche.!?6>2%"
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CAPITOLO 7
PARTE SPERIMENTALE
7.1 Scopo dello studio
Alcuni recenti studi hanno dimostrato la correlazione tra consumo di

cranberry e prevenzione delle Infezioni delle Vie Urinarie.**

Il cranberry ¢
costituito da una complessa miscela di acidi organici, vitamina C, flavonoidi
ed antocianidine.”®” Le antocianidine e proantocianidine sono polifenoli
con spiccata attivita antiossidante ed antiradicalica e, nelle piante, si
comportano da sistemi di difesa dai microrganismi. L’efficacia antinfettiva
del cranberry ¢ stata correlata all’abilita delle proantocianidine nel ridurre

(268-2711 scopo del mio lavoro

I’adesione batterica alle cellule uro-epiteliali.
di ricerca ¢ stato quello di valutare ’attivita inibente di un integratore in
compresse contenente 120 mg di cranberry (36 mg di proantocianidine e 60
mg di acido ascorbico) sull’adesivitd di Escherichia coli uropatogeni
(UPEC) nei confronti di cellule uro-epiteliali umane, in urine di donne sane,
paragonandone [Dattivita con un placebo. Gli UPEC rappresentano i
microrganismi maggiormente isolati nelle Infezioni delle Vie Urinarie e

I’azione anti-adesiva dell’estratto di cranberry previene |’adesione e

colonizzazione di tali batteri sulle superfici mucose della vescica.
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7.2 Materiali e metodi

Questo studio clinico monocentrico, in doppio cieco, cross-over, con

randomizzazione stratificata, ¢ stato approvato dal Comitato Etico

dell’Ospedale SS. Salvatore di Paterno (CT) e condotto nel Reparto di

Ginecologia ed Ostetricia dello stesso nosocomio. Sono state arruolate 24

donne di eta compresa tra i 18 e 1 65 anni, suddivise in due gruppi: 12

volontarie sane con anamnesi negativa per cistiti ricorrenti e 12 donne con

storia positiva per cistiti ricorrenti (3-5 episodi di cistite non complicata nei

12 mesi precedenti 1’inizio dello studio). Tutte le pazienti, all’arruolamento,

hanno firmato il consenso informato e sono stati tenuti in considerazione i

seguenti criteri di esclusione:

* trattamento  antibiotico nelle due settimane precedenti

I’arruolamento;

= eventuali infezioni in corso al tratto urinario;

» gravidanza;

* trattamento con antagonisti della vitamina K;

= eventuale presenza di calcoli renali;

» condizioni che potessero interferire con la compliance al trattamento

e alle procedure previste.
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Le pazienti sono state sottoposte in totale a 5 visite [Tab. 6]. Nella visita 1 ¢

stata raccolta 1’anamnesi per valutare i criteri di inclusione, effettuato un

esame clinico obiettivo e raccolto un campione di urine per sottoporlo ad

urinocoltura. I campioni sono stati recapitati al Laboratorio di Microbiologia

del Dipartimento di Scienze Microbiologiche e Scienze Ginecologiche

dell’Universita degli Studi di Catania, presso il quale sono stati sottoposti ad

analisi approfondite. Le pazienti risultate positive all’urinocoltura sono state

escluse dal progetto di ricerca e sostituite con altre che avessero i requisiti

necessari. Nel corso della visita 2, ¢ stato assegnato un numero di

randomizzazione corrispondente ad una delle due sequenze di trattamento

(farmaco o placebo) e raccolto un ulteriore campione di urine per la

valutazione dell’indice di adesivita basale del I periodo. I kit, distribuiti

casualmente alle pazienti, erano identici nel contenuto e le capsule al loro

interno uguali sia nell’aspetto che nel gusto. Dopo tale visita, le pazienti

hanno assunto per via orale il prodotto tutte le sere per 7 giorni consecutivi.

Il mattino successivo all’ultima somministrazione € stata effettuata la visita

3, nel corso della quale ¢ stato raccolto un altro campione di urina per la

valutazione dell’indice di adesivita dopo il primo periodo di trattamento.

Dopo una settimana di wash out ¢ stata effettuata la visita 4, nella quale ¢
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stato raccolto un campione di urina per urinocoltura e per la valutazione

dell’indice di adesivita basale del II periodo ed ¢ stato consegnato il secondo

kit col trattamento. Anche in questo caso, le pazienti hanno assunto il

prodotto tutte le sere per 7 giorni consecutivi. Il mattino successivo

all’ultima somministrazione ¢ stata effettuata la visita 5, durante la quale ¢

stato raccolto un campione di urina per la valutazione dell’indice di

adesivita dopo il secondo periodo di trattamento.

24 DONNE (18—65 ANNI)
12 volontarie sane
12 volontarie positive per cistiti ricorrenti

ita 1 = Raccolta anamnesi;
Visita = esame clinico obiettivo;
= raccolta campione urine per urinocoltura.

= Assegnazione numero di randomizzazzione (farmaco e
placebo);

raccolta campione urine per valutazione indice di
adesivita basale del I periodo;

= consegna casuale kit identici.

Visita 2 -

Assunzione prodotto (via orale) per 7 sere consecutive

= Raccolta campione urine per valutazione indice di

Visita 3 adesivita dopo il I periodo di trattamento.
Una settimana di “wash out”
= (Consegna secondo kit di trattamento;
Visita 4 * raccolta campione urine per urinocoltura e valutazione
indice di adesivita del II periodo.
Assunzione prodotto (via orale) per 7 sere consecutive
Visita 5 = Raccolta campione urine per valutazione indice di

adesivita dopo il II periodo di trattamento.

Tabella 6 Visite effettuate nel corso dello studio
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Urinocoltura
L’esame colturale delle urine ¢ 1’accertamento microbiologico
maggiormente richiesto nella routine diagnostica di un Laboratorio Clinico.
La diagnosi di Laboratorio delle infezioni urinarie (UTI) si basa
sull’identificazione di batteri e leucociti. Lo standard diagnostico ¢
costituito dall’esame colturale che non solo permette di quantificare la
carica microbica ma anche di identificare 1’agente eziologico ed ottenere un
[272,273]

antibiogramma per condurre un’adeguata terapia. L’urina, in

condizioni normali, risulta sterile. Per tale motivo, ¢ importante che la
raccolta del campione avvenga dopo un’accurata pulizia dei genitali e dal
mitto intermedio per evitare contaminazioni da germi uretrali. Nel 95% dei
casi, I’infezione delle vie urinarie ¢ causata da un’unica specie batterica e,
se dovessero esserne isolate due o piu, bisogna sospettare un’eventuale
contaminazione dell’urina raccolta.”’ T campioni di urina pervenuti in
laboratorio sono stati seminati su opportuni terreni di coltura per
I’isolamento di eventuali patogeni urinari. Per la conta batterica ¢ stato
utilizzato il terreno di coltura CLED AGAR (Becton Dickinson). 100 pl di

una diluizione 107 del campione di urine ¢ stata seminata a tutta piastra

utilizzando un’ansa calibrata. L’incubazione ¢ avvenuta alla temperatura di
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35+2°C per 24-48h e, in seguito, & stata effettuata la conta batterica.”?’ Per
I’interpretazione dei risultati, si ¢ tenuto conto del criterio di Kass.
Quest’ultimo stabilisce che un’urinocoltura pud essere considerata
patologica allorché presenti un valore di carica batterica >10° CFU/ml.
Tuttavia, il riscontro di un valore inferiore, ma di germi che non
rappresentino la flora batterica saprofitica intestinale, deve essere tenuto in
considerazione. Concentrazioni piu basse di germi provenienti dal tratto
gastro-intestinale possono essere considerate significative in presenza di
sintomatologia: ¢ stato citato come valore soglia almeno 10* CFU/ml di una
singola specie di uropatogeno delle donne, 10° CFU/ml nell’uomo e 10
CFU/ml in un campione di urine ottenuto con puntura sovrapubica. Questi
criteri hanno una specificita di circa ’85% ed una sensibilita del 95%. In piu
dell’80% dei pazienti con pielonefrite ¢ presente una batteriuria superiore a
10° CFU/ml, mentre in solo la meta delle donne sintomatiche con Infezioni
delle Vie Urinarie si evidenzia una tale concentrazione: la maggior parte,
infatti, presenta una conta batterica compresa tra 10* ¢ 10° CFU/ml. Svariati
possono esserre 1 motivi dell’associazione tra la bassa conta batterica e la
sintomatologia urinaria acuta in giovani donne:

I’abbondante introito idrico e le minzioni frequenti;
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- l’azione battericida, in vivo, da parte delle cellule della mucosa
vescicale;

- D’eventuale presenza di inibitori nelle urine.*™

I campioni sono anche stati seminati su terreni di coltura selettivi e

cromogeni (OXOID) per I’isolamento e differenziazione di eventuali specie

batteriche presenti nelle urine. Sono stati utilizzati:

Bile Aesculin_Agar: terreno per I’isolamento di enterococchi e

streptococchi di gruppo D. Tali batteri sono in grado di idrolizzare

I’esculina, formando esculetina e destrosio. L’esculetina, a sua volta, si

combina col citrato ferrico presente nel terreno formando un sedimento

marrone-scuro o nero che ¢ indicativo di reazione positiva. La bile, invece,

inibisce la crescita degli altri batteri Gram-positivi [Fig. 16].

Eosin_Methylene Blue Agar: terreno d’isolamento per 1’identificazione

delle Enterobacteriaceae. Questo versatile terreno di coltura, modificato da

Levine, ¢ usato in particolare per la differenziazione di Escherichia coli

(verde metallico) ed Enterobacter aerogenes (viola), per 1’identificazione

rapida di Candida albicans e per I’isolamento degli stafilococchi coagulasi-

positivi. Esso € preparato a partire dalla formula specificata dall’APHA, per

I’identificazione e differenziazione del gruppo dei coliformi [Fig. 17].
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MacConkey Agar: terreno selettivo che consente la distinzione tra

coliformi e batteri non-fermentanti il lattosio, con inibizione della crescita

dei micrococchi Gram positivi [Fig. 18].

Mannitol Salt Agar: terreno di coltura per I’isolamento degli stafilococchi

patogeni. Esso inibisce la crescita di molte specie batteriche, ad eccezione

dei batteri alofili [Fig. 19].

CHROMagar Candida (Becton Dickinson): terreno di coltura cromogeno

per I’identificazione dei dermatofiti, funghi e lieviti [Fig. 20].

Chromogenic UTI medium: terreno cromogeno per I’identificazione,

differenziazione e conta dei principali microrganismi responsabili di
infezioni del tratto urinario [Fig. 21].

Tutti 1 terreni di coltura, opportunamente pesati e disciolti in acqua distillata,
sono stati sottoposti a sterilizzazione in autoclave a 121° per 15 minuti.
L’incubazione, per la crescita batterica, ¢ avvenuta alla temperatura di

35+2°C per 18-24h in aerobiosi.l*’**"®
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Figura 16 Enterococcus spp. su Bile Aesculin Agar

Figura 17 Escherichia coli su Eosin Methylene Blue Agar
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Figura 18 Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae su MacConkey Agar

“arlo Genovese

Figura 19 Staphylococcus aureus su Mannitol Salt Agar
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Figura 21 Escherichia coli ed Enterococcus spp. su Chromogenic UTI medium
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Analisi delle urine

L’esame delle urine ha consentito di valutare diversi aspetti della

funzionalita renale e la presenza di eventuali patologie a carico

dell’apparato urinario. Sono state effettuate 1’analisi chimico-fisica del

campione urinario e 1’analisi microscopica del sedimento urinario.

Analisi chimico-fisica delle urine

L’analisi chimico-fisica delle urine ¢ stata resa possibile grazie all’utilizzo

di strisce reattive (Carlo Erba). Sono stati valutati i seguenti parametri:

= colore e aspetto: le urine, in condizioni normali, si presentano

limpide e di colore paglierino. Il colore, in base alla concentrazione

dei soluti, puo essere: pallido (eccessiva introduzione di liquidi,

poliuria tubulare, diabete insipido, diabete mellito); torbido/opaco

(infezioni batteriche, cristallizzazione di sali); rosse o scure

(ematuria, mioglobinuria, presenza di bilirubina, di protoporfirine,

coloranti vegetali, farmaci). In caso di proteinuria elevata, possono

apparire schiumose;

= pH: in condizioni normali, i valori oscillano tra 4,5 ed 8,0. Un

incremento dell’acidita delle urine puo essere considerato fisiologico
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(digiuno prolungato, dieta iperproteica, esercizio muscolare) o

patologico  (gotta, emopatie, farmaci uricosurici, farmaci

acidificanti). Anche I’incremento dell’alcalinita pud essere

fisiologico (diete vegetariane) o patologico (alcalosi metabolica,

infezioni da germi ureasi-positivi, insufficienza renale cronica,

deficit tubulari);

= peso specifico: il peso di una certa quantita di urine viene

confrontato con quello dell’acqua distillata e varia da 1000 a 1050, a

seconda del riassorbimento di acqua e sodio a livello renale.

Dunque, ¢ indice di funzionalita del sistema di concentrazione e

diluizione;

= proteine: la deteminazione della proteinuria si effettua grazie

all’utilizzo di strisce reattive impregnate con un colorante, il blu di

tetrabromofenolo. In base alle caratteristiche specifiche delle

proteine escrete nelle urine, si possono distinguere diverse tipologie

di proteinurie, che rispecchiano differenti quadri clinici funzionali e

patologici:

a) fisiologica: <30mg/24h (30% albumina, 70% p—globuline e

proteine di Tamm-Horsfall). Non viene rilevata dallo stick;
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b) microalbuminuria: escrezione di albumina compresa tra 30 e 300
mg/24h;

¢) glomerulare: da 300mg/die a diversi grammi. E dovuta ad
alterazione a livello glomerulare;

d) tubulare: <1000 mg/24h (capacita massima di riassorbimento
tubulare). Proteine a basso peso molecolare (11.800-18.000),
filtrate dal glomerulo;

e) selettiva: proteine a basso peso molecolare (70.000-90.000;
albumina, -globuline e transferrina);

f) non selettiva: presenza di tutte le proteine plasmatiche, comprese
le y-globuline (peso molecolare compreso tra 11.800-18.000).
sangue: anche per I’ematuria, vengono utilizzate le strisce reattive.
Solitamente, sulla striscia si produce una positivita a chiazze se sono
presenti eritrociti intatti ed una positivita omogenea se vi ¢

emoglobina libera. Pertanto un test positivo indica:

a) ematuria: alterazione della filtrazione renale;
b) emoglobinuria: presenza di anemie emolitiche.
glucosio: in condizioni fisiologiche ¢ assente. Si riscontra in caso di

aumentati valori plasmatici di glucosio (diabete di tipo 1 o 2) o di

129



ridotto Tm di glucosio (tubulopatie);

corpi chetonici: si riscontrano in caso di digiuno o vomito

prolungato (iperemesi da gravidanza) e nella chetoacidosi;

bilinogeno e pigmenti biliari: sono indice di epatopatia o ostruzione

dei dotti biliari. In caso di presenza del solo bilinogeno, si tratta di

possibile anemia emolitica;

nitriti/esterasi leucocitaria: i batteri urinari sono in grado di

convertire 1 nitriti in nitrati, che vengono rilevati dalle strisce reattive

per formazione di una colorazione rosa. L’esterasi leucocitaria si

libera per lisi dei granulociti urinari. Pertanto, entrambe le reazioni

evidenziano la presenza di infezioni a carico delle vie urinarie.”*””!
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Analisi del sedimento urinario

Per I’analisi del sedimento urinario, 10 ml di urine fresche sono state
depositate in un tubo conico e centrifugate a 1500 r.p.m. per 5 minuti.
Quindi, 9 ml di surnatante sono stati prelevati con una pipetta pasteur
sterile. Dopo agitazione della provetta (contenente 1 ml di centrifugato),
sono stati prelevati 40 ul, con una pipetta automatica e puntale sterile, e
depositati su un vetrino sul quale ¢ stato posto un vetrino coprioggetto.
L’osservazione del vetrino a fresco e dei relativi campi [Fig. 22] ¢ stata
effettuata al microscopio ottico, utilizzando obiettivi 25X e 40X.[**% Le
cellule di sfaldamento dell’epitelio urinario si riscontrano in condizioni
fisiologiche. In condizioni patologiche, invece, sono presenti elementi
corpuscolati (emazie e leucociti) e cilindri (costituiti da uromucoide). Dal
punto di vistra prettamente morfologico, si distinguono diversi tipi di
cilindri:

= jalini: costituiti solo da uromucoide, acellulari e non patologici;

= cerei/grassosi: costituiti da proteine e lipidi, indicativi di sindrome

nefrosica;

= epiteliali: contenenti cellule dell’epitelio tubulare;

» leucocitari: contenenti granulociti;
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= eritrocitari;: contenenti emazie intere ed indicativi di

glomerulonefrite;

= granulosi: derivati dalla degenerazione di cilindri ricoperti da cellule

(epiteliali, leucocitari o ematici). Si riscontrano spesso nella

patologia del parenchima renale e la loro quantificazione e

progressione sono importanti nella diagnosi e nel follow-up.

L’esame microscopico del sedimento comprende anche la valutazione della

presenza di cristalli (acido urico, urati amorfi, ossalati, fosfati) che possono

fornire indicazione, in presenza di calcolosi urinaria, per meglio definire le

componenti del calcolo. L’esame citologico urinario, invece, ¢ sfruttato per

la diagnosi di malattie infiammatorie e neoplastiche dell’apparato

urinario.l*”!
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Figura 22 Analisi sedimento urinario
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Antibiogramma

L’antibiogramma, o metodo di Kirby-Bauer, ¢ tra i piu utilizzati nel saggio
della sensibilita dei batteri ai farmaci antimicrobici. Una piastra di Petri,
contenente terreno agarizzato, ¢ stata inoculata in maniera uniforme, sulla
sua intera superficie, con una quantita standardizzata del microrganismo da
saggiare. La sospensione batterica ¢ stata preparata in acqua fisiologica
(0,9% NaCl) ad una concentrazione pari allo 0,5 Mc Farland (1,5x10°
CFU/ml). Quindi, sulla superficie dell’agar, sono stati deposti dei dischetti
di carta da filtro impregnati con concentrazioni note dell’agente
antimicrobico (OXOID). Durante I’incubazione il farmaco, diffondendo dal
dischetto all’agar, creava un gradiente di concentrazione: piu ci si allontana
dal dischetto, minore sara la concentrazione del farmaco. Nel caso in cui
I’agente antimicrobico risultava efficace, dopo un periodo d’incubazione
compreso tra le 18-24h alla temperatura di 35+2°C, si formava attorno al
dischetto una zona di inibizione della crescita microbica [Fig. 23]. 1l
diametro di tale zona ¢ stato, quindi, sottoposto a misurazione espressa in
mm. Il diametro della zona di inibizione ¢ stato confrontato con una tabella
di riferimento per ogni singolo farmaco e per le diverse concentrazioni, e il

microrganismo ¢ stato definito sensibile, intermedio o resistente. Le
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procedure sono state eseguite nel rispetto delle linee guida proposte dal

Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI). I “valori di breakpoint”

sono condizionati da proprieta, diverse per ogni antibiotico, che influenzano

la migrazione a partire dal dischetto e che determinano la formazione

dell’alone di inibizione. Tali proprieta sono:

a)

b)

peso molecolare: un antibiotico che presenta peso molecolare maggiore

tendera a migrare con piu difficolta dal dischetto rispetto ad un altro con

peso molecolare minore;

forma della molecola: un antibiotico la cui struttura chimica & piu

compatta migrera piu lontano rispetto ad un altro che possiede struttura

meno compatta per la presenza di catene laterali e che, di conseguenza,

incontrera maggiore difficolta a passare attraverso le “maglie” dell’agar

che costituiscono il terreno;

cariche elettriche: poiché 1’agar ¢ ricco di ioni SO4~, un antibiotico che

in soluzione tende a caricarsi posisivamente tendera a legarsi subito agli

ioni solfato e a migrare con maggiore difficolta; di contro, un antibiotico

che si carica negativamente non subira tale effetto e migrera con piu

facilita. Da cid si deduce che non ¢ corretto attribuire una maggiore

efficacia ad un antibiotico con alone di inibizione piu grande rispetto ad
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un altro antibiotico, appartenente ad una famiglia diversa, con alone di

dimensione inferiore. Questo perché un alone maggiore pud essere

segno di una maggiore facilitd di migrazione in senso centrifugo. Il

paragone tra gli aloni di inibizione ¢ consentito solo tra antibiotici di

uno stesso gruppo, che avranno piccole ed accettabili differenze nel peso

molecolare, nella forma della molecola e nelle cariche elettriche.**' 2]

“arlo Genovese

Figura 23 Antibiogramma su Pseudomonas spp.

136



Studio dell’adesivita batterica

Lo studio in vitro dell’adesivita batterica ¢ stato effettuato utilizzando un
adattamento del metodo di Di Martino et al. Ogni campione di urine ¢ stato
centrifugato a 3000 r.p.m. per 10 minuti, sottoposto a filtrazione
sterilizzante (0,45 wm) e conservato alla temperatura di -20°C. I test di
adesivita sono stati realizzati grazie all’utilizzo di cellule umane HT1376 da
carcinoma della vescica. Per la coltura cellulare, sono state utilizzate
micropiastre a 24 pozzetti, riempite con Minimal Essential Medium (MEM)
addizionato con siero bovino fetale al 10%, glutamina 2 Mm e 100 pg/ml di
streptomicina, ed incubate alla temperatura di 37°C. Le cellule, prima di
essere infettate, sono state lavate con Phosphate Buffered Saline (PBS) per
rimuovere le tracce di antibiotico presenti nel terreno di coltura. Sono stati
utilizzati due ceppi ATCC (American Type Culture Collection): E. coli
ATCC 25922 ed E. coli ATCC 35218. Entrambi esprimono sia le fimbrie P
che quelle di tipo 1. I batteri sono stati messi in coltura nei campioni di
urina, addizionati con il 5% di Luria-Bertani Broth (LB), ed incubati per 36
h. In seguito, i ceppi batterici sono stati raccolti mediante centrifugazione e
risospesi in MEM ad una concentrazione pari allo 0.5 Mc Farland (1,5x10®

CFU/ml). Cosi preparate, le sospensioni batteriche sono state messe a
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contatto con le cellule uroepiteliali ed incubate a 37°C per 3 h. Dopo aver
effettuato 3 lavaggi con PBS, le cellule sono state fissate con metanolo,
colorate con Giemsa al 10% ed esaminate al microscopio per la conta
batterica [Fig. 24]. E stato cosi possibile determinare I’indice di adesivita,

ovvero il numero medio di batteri adesi per cellula risultante dall’esame di

[284,285]

100 cellule. Ogni test ¢ stato ripetuto 3 volte.

& Carlo Genovese

Figura 24 Cellule HT1376 al microscopio dopo colorazione
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7.3 Risultati

Le 24 pazienti arruolate per lo studio sono donne caucasiche di eta

compresa tra i 20 e 1 57 anni, 12 delle quali con storia di cistiti ricorrenti. Il

placebo non ha mostrato alcun effetto rilevante in nessun gruppo e in nessun

periodo di trattamento. Al contrario, i valori di adesivita batterica ottenuti

dalle urine delle donne che avevano assunto 1’integratore contenente mirtillo

hanno mostrato una significativa riduzione in entrambi i gruppi. Le medie

degli indici di adesivita alla fine del trattamento, infatti, sono state 2.89 per i

soggetti che hanno assunto il mirtillo e 5.83 per il placebo. Analoghe

differenze si sono osservate esaminando separatamente i due gruppi: 3.02

contro 5.85 nel gruppo delle volontarie sane e 2.77 contro 5.82 nel gruppo

delle donne con cistiti ricorrenti [ Tab. 7].

No history of recurrent cystitis history of recurrent cystitis
cranberry extract placebo cranberry extract placebo
Mean 3.02 5.85 277 5.82
SD 0.72 0.98 0.31 0.97
Median 2.83 5.62 2.70 5.55
Min - Max 233 -497 4.60 - 7.83 243 —-3.58 4.67-7.90

Tabella7 Media degli indici di adesivita di cranberry vs placebo
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Comparando i risultati dell’intera popolazione, in base alle due sequenze di

trattamento, I’indice di adesivita ¢ risultato 3.07 del mirtillo contro 5.73 del

placebo nel I periodo di trattamento e 2.69 contro 5.92 nel II periodo di

trattamento. Le stesse differenze si sono riscontrate nei due gruppi separati,

paragonando i risultati in base alle due sequenze di trattamento: 3.32 contro

5.36 nel I periodo e 2.60 contro 6.20 nel II periodo per il gruppo delle

volontarie sane [Graf. 4]; 2.78 contro 6.05 nel I periodo e 2.76 contro 5.60

nel II periodo per il gruppo delle donne con cistiti ricorrenti [Graf. 5]. Per

quanto riguarda le volontarie sane, sia nel primo che nel secondo periodo di

trattamento, i valori dell’adesivita batterica basali e quelli misurati dopo la

settimana di somministrazione, ottenuti dalle urine delle donne che hanno

assunto il placebo, non hanno mostrato variazioni di rilievo. Al contrario, 1

valori dell’adesivita batterica ottenuti dalle urine delle donne che hanno

assunto 1’integratore hanno mostrato una riduzione significativa (P<0.001).

In particolare, nel primo periodo si ¢ avuta una riduzione del 47.5% tra il

basale e la settimana di somministrazione, mentre nel secondo del 52.3%.

Per le pazienti con storia positiva per cistiti ricorrenti, non si € evidenziata

alcuna riduzione dei valori rispetto alle donne che hanno assunto il placebo.

Si ¢ avuta, invece, una riduzione altamente significativa (P<0.001) dei
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valori ottenuti nelle donne che hanno assunto 1’integratore. In particolare,
nel primo periodo la riduzione ¢ stata del 50.8% tra il basale e la settimana
di somministrazione, mentre nel secondo del 54,0%. Complessivamente, il
trattamento con succo di mirtillo ha determinato una riduzione dell’indice di
adesivita batterica del 50.9%, contro solo lo 0.29% del placebo. Infine, non
sono state evidenziate differenze significative tra 1 due gruppi di donne
arruolate. Tra le volontarie sane si € osservata una riduzione del 49.5%,
mentre tra le pazienti con storia positiva di cistiti ricorrenti si ¢ osservata
una riduzione 52.4% (P non significativa) [Graf. 6]. E importante
puntualizzare che il trattamento ¢ stato ben tollerato: non sono stati segnalati

eventi avversi né durante né dopo la somministrazione dell’integratore.

Tabella | - Volontarie sane

Finale Il periodo 6,2
1 g
Basale Il periodo 6,21
N Trattamento
Finale | periodo 536
£ = Placebo
6,39
Basale | periodo 5,39 /
0 2 4 6 8

Indice di adesivita batterica (valori medi)

Grafico 4 Indice di adesivita basale e finale nelle donne sane
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Tabella Il - Volontarie con storia di cistiti ricorrenti

Finale Il periodo 5,6
Basale Il periodo 5 Gﬁéls
; ’ B Trattamento
Finale | periodo 16,05
i H Placebo
Basale | periodo 66-:.1?.
0 2 4 6 8

Indice di adesivita batterica (valori medi)

Grafico 5 Indice di adesivita basale e finale nelle donne con storia di cistiti ricorrenti

—4—Placebo

Effetto del trattamento

3,05

Visita 3 Visita 4 Visita 5

Grafico 6 Effetto del trattamento Cranberry+Vitamina C vs Placebo
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7.4  Conclusioni

Questo studio ha consentito di evidenziare la presenza di una ricca
letteratura riguardante i1 benefici derivanti dall’utilizzo del cranberry nelle
donne sessualmente attive con storia di UTI ricorrenti. Tuttavia, ¢
importante sottolineare come [’attuale utilizzo di tale droga sia
essenzialmente a scopo profilattico. Infatti, gli effetti in caso di infezione
attiva non sono stati ancora validati. Attualmente, si stanno effettuando studi
approfonditi per comprendere meglio il meccanismo d’azione del succo di
mirtillo. Per decenni, si ¢ creduto che 1’effetto benefico sul tratto urinario
fosse dovuto all’acidita del succo, prodotta dalla trasformazione dell’acido
benzoico in acido ippurico nelle urine. Questo abbassamento del pH
renderebbe le urine un terreno di crescita non favorevole per 1 batteri
patogeni. In seguito, ¢ stato confermato che il principale microrganismo
coinvolto nelle IVU ¢ Escherichia coli, un batterio che presenta fimbrie di
tipo 1 e fimbrie P con le quali aderisce alle cellule dell’urotelio. Dagli anni
’80, [D’attenzione dei ricercatori si ¢ allontanata dai meccanismi
precedentemente proposti, per iniziare a teorizzare la capacita del succo di
cranberry di ridurre ’adesivita dei batteri fimbriati alle cellule delle vie

[

urinarie.”*****] La mancata adesione, pur non rappresentando un effetto
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antibiotico in senso stretto, promuove I’eliminazione di E. coli riducendo,

cosi, il rischio di sviluppo di un’infezione importante. Infine, un importante

studio americano del 2005 ha chiarito nei dettagli i meccanismi d’azione del

mirtillo rosso, vagliando le principali proposte teoriche al momento piu

accreditate:

e cranberry agisce direttamente sulle fimbrie, alterandone la lunghezza

e la densita;

e in presenza di cranberry le proteine fimbriali risultano essere piu

CoOmpresse;

e componenti specifiche del succo si legano ai batteri con fimbrie P e

ne inibiscono 1’adesione;

e cranberry non riduce né rimuove il numero di fimbrie sulla

superficie batterica;

e cranberry non ha la capacitd di ridurre I’espressione genica delle

fimbrie di E. Coli.!**)

L’uso e spesso 1’abuso di antibiotici sta sempre piu acquistando rilevanza.

Per questa ragione, la possibilita di utilizzare una sostanza ben tollerata che

esplichi un effetto antimicrobico con meccanismi d’azione differenti dagli

antibiotici classici, pud essere considerata a tutti gli effetti una risorsa
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importante da non sottovalutare. Questo lavoro ha consentito di evidenziare

come I’assunzione del succo di mirtillo rosso, in concentrazioni adeguate,

puo essere d’aiuto nella protezione delle cellule epiteliali della vescica

dall’adesione di ceppi UPEC. Infatti, la riduzione degli indici di adesivita si

¢ attestata intorno al 50%. Ad ogni modo, per supportare l'importanza

dell'estratto di mirtillo nella prevenzione delle infezioni del tratto urinario,

sarebbero stati necessari ulteriori studi atti a chiarire i meccanismi con cui il

mirtillo fosse in grado di ridurre l'adesivita dei batteri interferendo con

l'espressione dei loro fattori di virulenza.
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