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INTRODUZIONE
IL FENOMENO DELL’ANTIBIOTICO-RESISTENZA
RAPPRESENTA UNA MINACCIA GLOBALE

Lantibiotico-resistenza (Antimicrobial Resistance, AMR) rap-
presenta una reale minaccia per la salute umana a livello globale.
La comunita scientifica la definisce la “pandemia nascosta”, in
quanto & un problema sanitario che ha una divulgazione media-
tica limitata ma che provoca centinaia di migliaia di morti ogni
anno. La resistenza antimicrobica & la capacita dei microorgani-
smi intrinseca o acquisita di sopravvivere all’azione batteriostati-
ca o battericida dell’antibiotico, determinandone l'inefficacia in
caso di trattamento di un’infezione. La Commissione Europea
ha documentato il verificarsi di decessi correlati al’AMR atte-
standosi a circa 37.000/anno nell'Unione Europea (UE), con
un costo di circa 1,5 miliardi di euro/anno di spese sanitarie
(https://www.epicentro.iss.it/infezioni-correlate/impatto-salute-
economia). Un rapporto dell'Organizzazione Mondiale della
Sanita del 2017 (OMS, Ginevra, Svizzera) ha confermato che il
mondo intero rimarrebbe senza antibiotici, in quanto i farmaci
di ultima generazione esistenti nell’uso clinico sono stati svilup-
pati attraverso modifiche alle classi esistenti e hanno dimostrato
di avere cicli di totale efficacia brevi (si veda il cap. 1). Ad aggra-
vare una situazione gia compromessa, durante la prima ondata la
pandemia da coronavirus (COVID-19) avvenuta nel 2020 sono
stati utilizzati diversi farmici tra cui gli antibiotici (soprattutto
azitromicina, https://www.aifa.gov.it) come possibile cura che
potesse apportare dei benefici nei casi gravi di Covid-19, ma che
non possiedono nessuna azione terapeutica contro il virus.

Il crescente problema della resistenza & causato da diversi fat-
tori quali la mancanza di una rapida diagnosi di infezione batte-
rica, prescrizione impropria di terapia antibiotica o di antibiotici
ad ampio spettro e utilizzo scorretto ed eccessivo di antimicrobici
sia da parte negli esseri umani che negli animali.


https://www.epicentro.iss.it/infezioni-correlate/impatto-salute-economia
https://www.epicentro.iss.it/infezioni-correlate/impatto-salute-economia
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Di fatto sembra che 'ambiente e gli animali giochino un
ruolo chiave nello sviluppo, nella trasmissione e nella diffusio-
ne della resistenza antimicrobica. E dunque fondamentale oggi
giorno rapportarsi al problema del’AMR attuando un moderno
approccio di tipo “One Health” in cui si riconosce che la salu-
te dell’'uomo, dell’ambiente e degli animali sono interconnessi
e dipendono tra di loro (cap. 2). Per contrastare la diffusione
dell AMR & necessario, pertanto, attuare una stretta sorveglianza
partendo da una raccolta di dati di AMR provenienti da diversi
settori quale uomo-ambiente-animale a livello globale. Negli ul-
timi decenni si sono attuati studi con approccio “One Health”
di sorveglianza del resistoma in siti non solo clinici ma anche
ambientali e animali. Sono stati quindi adoperati metodo di ri-
levamento dell AMR utilizzando il sequenziamento dell’intero
genoma del batterio (Whole Genome sequencing, WGS) ap-
plicando le tecniche di sequenziamento di nuova generazione
(Next-Generation-Sequencing, NGS). Lapplicazione dellNGS
alla microbiologia clinica ha rivoluzionato la diagnostica dei mi-
croorganismi e presenta diversi vantaggi rispetto alle tradizionali
piattaforme di test di resistenza. UNGS & un prezioso alleato per
ottenere delle indagini rapide e dettagliate sulla sorveglianza e
diffusione del’AMR che per ora viene utilizzato in alcuni centri
ospedalieri all’avanguardia anche nel territorio nazionale. Si au-
spica che I'utilizzo del NGS affianchi al piu presto le metodiche
tradizionali per ottenere una diagnosi sempre pit dettagliata del-
la resistenza antimicrobica.

Dal 1997 ¢ stato istituito il comitato scientifico “European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST)
che detta le linee guida internazionali per interpretare la resisten-
za antimicrobica eseguite mediante metodiche tradizionali (cap.
3). Per ogni tipo di microrganismo, 'EUCAST individua una
serie di principi attivi che devono essere testati, perché si ritiene
che siano i piu adatti per quella specie batterica e perché ¢ meno
probabile che possano indurre pericolosi fenomeni di resistenza.

Dal momento che '’AMR ¢ in continua evoluzione, 'TEUCAST
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garantisce un aggiornamento costante dei dati, a vantaggio della
concreta fruibilita dal punto di vista clinico.

Sempre piu diffuse e allarmanti sono le infezioni nosoco-
miali, ossia infezioni acquisite in ambito ospedaliero, causate da
batteri patogeni multiresistenti (Multi-Drug Resistant, MDR). Si
intende per infezione ospedaliera (Hospital-Aquired Infections,
HAIs) la comparsa dell’infezione durante o dopo il ricovero del
paziente in ospedale, mentre si considerano infezione comuni-
tarie (Community-Acquired linfections, CAls) tutte quelle con-
tratte in comunita prima dell’ospedalizzazione presenti quindi
gia all’'ammissione. E noto che le infezioni ospedaliere colpisco-
no in media il 5-10% dei pazienti ricoverati che risultano spesso
immunocompromessi. Negli anni recenti I'incremento di AMR
nei casi infezioni nosocomiali & stato allarmante. I maggiori pato-
geni MDR, che sono la principale causa di infezioni ed epidemie
nosocomiali, sono raggruppati sotto 'acronimo “ESKAPE” (En-
terococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Aci-
netobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ed Enterobacter spp).
Quindici anni fa, ci si focalizzava sui patogeni Gram-positivi che
circolavano negli ospedali, come lo Staphylococcus aureus resisten-
te alla meticillina (MRSA), e gli Enterococchi resistenti alla van-
comicina (VRE). Oggi, tuttavia, i riflettori si sono spostati sui
patogeni Gram-negativi, in particolare Enterobatteriacea MDR.
Parecchi patogeni gram-negativi altamente resistenti, vale a dire
le specie appartenetti a Klebsiella, Acinetobacter, Pseudomonas ae-
ruginosa ed Enterobacter multi-resistente ai farmaci e resistenti ai
carbapenemi, sono emersi come agenti patogeni significativi a
livello globale (cap. 4). In particolare, negli ultimi 15 anni, le
B-lattamasi a spettro esteso e, negli ultimi 10 anni, le carbapene-
masi mobili (ad esempio, la metallo-p-lattamasi 1 di New Delhi,
NDM-1) sono diventate globalmente ubiquitarie nei Gram- pato-
geni negativi (cap. 5); e negli ultimi 3 anni, la scoperta di un mec-
canismo mobile di resistenza alla colistina, MCR ha fatto si che
alcuni ceppi siano virtualmente incurabili con la nostra attuale
farmacopea. Il capitolo 5 infatti descrive i principali meccanismi
di resistenza degli antibiotici p-lattamici (es.: f-lattamasi a spettro



INDICE

EBOOKECM JOURNAL N. 7 - ANTIBIOTICO RESISTENZA - LA PANDEMIA NASCOSTA
INTRODUZIONE

esteso (ESBL) e carbapenemasi) che & la classe di antibiotici piu
frequentemente utilizzata in terapia.

[ capitoli 6 e 7 saranno rispettivamente dedicati ad un mag-
giore approfondimento sulle caratteristiche di patogenesi e di
resistenza di Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter baumannii in
quanto considerati di priorita critica nell’emergenza del’lAMR
sia a livello internazionale che nazionale. Tuttavia, un’elevata in-
cidenza di infezioni causate Pseudomonas aeruginosa continua ad
aumentare negli ambienti ospedalieri a livello globale. Il capitolo
8 ¢ pertanto dedicato ai recenti aggiornamenti clinici e di ricerca
su P. aeruginosa.

Infine, nel capitolo 9 si parlera di possibili sviluppi nel cam-
po della terapia alternative ancora sottofase di sperimentazione
per una terapia antimicrobica che include I'impiego di fagi e il
sistema CRISPR/Cas9 con cui viene eseguito una sorta di modi-
fica a livello genomico (“Genome editing”) batterico per elimina-
re i geni di resistenza agli antibiotici.

12— LA RESISTENZA BATTERICA AGLI AGENTI ANTIMICROBICI

Nella prima parte verranno brevemente descritte le principali
classi di antibiotici e i possibili meccanismi di resistenza associa-
ta alle classi degli Ab'.

Lo sforzo dei clinici microbiologi & proteso nell’identificazio-
ne dei fattori molecolari che contribuiscono all’ insorgenza della
antibiotica resistenza e alla sua trasmissione della stessa all'inter-
no di una comunita batterica.

! Gli agenti antimicrobici possono essere suddivisi in gruppi in base al loro meccani-
smo d’azione. I gruppi principali sono: 1) agenti che inibiscono la sintesi della parete
cellulare 2) depolarizzano la membrana cellulare 3) inibiscono la sintesi proteica 4)
inibiscono la sintesi degli acidi nucleici e 5) inibiscono le vie metaboliche nei batteri.
I principali meccanismi di resistenza sono causata da limitazione dell’assorbimento
di un farmaco, modifica del bersaglio di un farmaco, inattivazione di un farmaco ed
efflusso attivo di un farmaco. Questi meccanismi possono essere nativi dei micror-
ganismi o acquisiti da altri microrganismi. La diffusione ¢ data da elementi genetici
trasmissibili attraverso una complessi pahthaway genetici tra batteri.
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In tal senso, le tecnologie di sequenziamento genetico di nuo-
va generazione (Next Generation Sequencing, NGS) hanno rivo-
luzionato la diagnostica nella microbiologia medica, aiutando il
rilevamento in tempo reale delle cause della resistenza antimicro-
bica e dei suoi elementi.

INGS e di grande supporto nella lotta contro la minaccia
resistenza antibiotica. Tramite sequenziamento dell’'intero geno-
ma di microorganismo (Whole Genome Sequencing, WGS) si
possono ottenere un’enorme quantita di informazioni sul patri-
monio genetico, tra cui il “resistoma”, ossia I'insieme dei geni
che conferiscono resistenza (Antibiotic Resistance Genes, ARGs)
ai batteri sia patogeni che non-patogeni. La metagenomica & 'ap-
proccio attualmente piu utilizzato per decifrare il resistoma.

Negli ultimi decenni si sono attuati studi di sorveglianza
del resistoma atti a mitigare TAMR che presenta diversi van-
taggi rispetto tradizionali piattaforme di test di resistenza. I
WGS, infatti, permette di stabilire I'identificazione della specie
microbica, il genotipo (es.: Sequence Type, ST), la creazione
di relazioni filogenetiche tra i batteri, il rilevamento delle mu-
tazioni, I'identificazione di nuovi geni putativi e la previsione
della suscettibilita fenotipica agli antibiotici. Il WGS ¢ stata la
tecnologia scelta in molte circostanze che hanno comportato
il tracciamento delle fonti di focolai e la formazione di politi-
che per il richiamo di sorgenti ambientali contaminati quali
alimenti, animali o ambiente. Il WGS ha permesso la scoperta
dell’esistenza di co-resistenza ad altri agenti antibiotici; e previ-
sioni sull’identificazione del trasferimento genico orizzontale
tra batteri.

Si prospetta un’applicazione piu diffusa del’NGS che po-
trebbe fornire il profilo specifico dell AMR del patogeno in-
fettante permettendo di trattare il paziente con una terapia
personalizzata e mirata limitando 'impiego di antibiotici ad
ampio spettro.
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23 - RESISTENZA ANTIMICROBICA: UNA PROSPETTIVA
“ONE HEALTH”

La seconda parte si descrive un approccio di tipo multidisci-
plinare, multisettoriale e coordinato per affrontare le minacce
per la salute nell'interfaccia uomo-animale-ambiente, che sono
parte del concetto “One Health”. Lapproccio “One Health” si
basa sul riconoscimento che la salute umana, animale e ambien-
te dell’ecosistema interagiscono indissolubilmente. Esiste un ele-
vato impiego di antimicrobici nel campo veterinario e agricolo.
La gestione impropria di antimicrobici, il controllo inadeguato
delle infezioni o di inquinanti nell’ambiente, e la migrazione di
persone e animali infettati da batteri resistenti facilitano la diffu-
sione della AMR che puo facilmente trasferirsi tra e all’interno
dei diversi ecosistemi e popolazioni. Infatti, esistono “i batteri
zoonotici” capaci di colonizzare sia animale che uomo in grado,
e non solo sono gli agenti eziologi di malattie infettive per en-
trambi gli ospiti, ma possono trasmettere anche geni di AMR
presenti nel loro genoma. Batteri zoonotici resistenti possono
infatti trovarsi nel suolo e da li, possono infettare piante, ortaggi
e frutti che possono entrare in contatto con 'uomo.

Il volume degli antimicrobici utilizzato negli animali in tutto
il mondo ¢ stimato essere maggiore che negli esseri umani. La
maggior parte delle classi di antimicrobici utilizzate negli esse-
ri umani sono utilizzati per gli animali e talvolta nelle piante,
comprese le classi di antimicrobici vitali per la medicina umana,
come ad esempio p-lattamici ad ampio spettro e chinoloni. Par-
ticolari esempi di come I'uso di antibiotici in pazienti umani e
allevamenti di animali costituisca un rischio per la salute globale
¢ dato dall’impiego di Colistina, cefalosporine di terza generazio-
ne e fluorochinoloni che hanno causato un aumentato dell’in-
cidenza di AMR a tali classi di antibiotici negli allevamenti a
livello globale. Inoltre, anche antibiotico destinato al solo uso
veterinario puo causare la co-selezione di antibiotici utilizzati in
pazienti in terapia clinica. E questo il caso degli ionofori che
possiedono attivita antibatterica, principalmente contro i batteri
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Gram-positivi e vengono utilizzati in allevamenti di polli sotto-
forma di promotori di crescita. E stato infatti dimostrato che la
resistenza allo ionoforo Narasin puo essere trasferita tra ceppi di
enterococchi di interesse clinico mediante coniugazione di un
plasmide che in genere veicola anche la resistenza alla vancomi-
cina. Quindi particolare attenzione deve essere posta all’utilizzo
degli antibiotici in ambiente agricolo e veterinario.

3 -EUCAST 4 DEFINIZIONE DI LINEE GUIDA ALL’ANTIBIOTICO
RESISTENZA

11 test di suscettibilita ad un antibiotico (AST) o antibiogram-
ma (ABG) & un test che consente la valutazione della sensibilita
batterica in vitro a vari antibiotici e quindi stabilire qual ¢ I'anti-
biotico piu efficace per quel batterio. La sua esecuzione prevede
'esposizione del microrganismo in esame a una serie di definite
concentrazioni di farmaci. Tramite diversi metodi utilizzati per
eseguire un antibiogramma (es. metodo del farmaco tramite di-
luzione in brodo o dischetti imbevuti di antibiotico) si stabilisce
la Minima Concentrazione Inibente (MIC), ossia la piu bassa
concentrazione del farmaco in grado di inibire la crescita in vitro
del microrganismo saggiato. Lantibiogramma deve essere esegui-
to attraverso metodiche validate, effettuando costanti Control-
li Interni Qualita e partecipando a programmi di Valutazione
Esterna di Qualita.

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Te-
sting (EUCAST) ¢ un comitato scientifico per la definizione di
linee guida per interpretare la resistenza antimicrobica. Nasce
nel 1997 da membri dell’ European Society of Clinical Microbio-
logy and Infectious Disease (ESCMID) ed ha il preciso scopo di
fornire i valori soglia (breakpoints) sempre aggiornati per la lettu-
ra dei test di sensibilita antimicrobica da parte dei laboratori di
microbiologia di tutta Europa. Le MIC vengono poi rapportate
a breakpoints stabiliti dallo EUCAST in funzione di un comples-
so insieme di parametri: microbiologici, farmacologici (rapporto
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tra farmacocinetica/farmacodinamica e risposta al trattamento)
e clinici (evidenze dalla letteratura).

Attraverso il confronto con i breakpoints, i risultati ottenuti
possono essere tradotti nelle cosiddette categorie di interpreta-
zione (Sensibile (S), Intermedio (a sensibilita intermedia, I), Re-
sistente (R)).

LEUCAST, ha definito il Cut-Off Epidemiologico (ECOFF),
che ¢ il valore di MIC che divide i ceppi wild-type (che non han-
no meccanismi di resistenza acquisita e mutazioni) dalla popo-
lazione di ceppi che ha sviluppato meccanismi di resistenza. I
breakpoints epidemiologici vengono impieganti per valutare la
terapia antibiotica e dosaggi terapeutici. In tale parte verranno
descritti la versione piu aggiornata delle regole di interpretazione

di suscettibilita per specie batterica, aggiornate in linea con gli
attuali breakpoint EUCAST.

45— PATOGENI RESISTENTI, NESSUNA CURA ANTIBIOTICA:
NO “ESKAPE“

Affrontiamo una crescente resistenza tra batteri gram-positivi
e gram-negativi patogeni che causano infezioni sia in ospedale
e che in comunita. Nel 2008 Louis Rice li ha segnalati come i
patogeni “ESKAPE” (acronimo per raggruppare 6 specie di pa-
togeni MDR: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ed
Enterobacter sp) a sottolineare che attualmente riescono a “sfug-
gire” (escape) all’azione “biocida” degli antibiotici. Si tratta di
batteri che hanno acquisito multi-resistenza anche ai farmaci di
ultima generazione della classe dei [-lattamici quali cefalosporine
e carbapenemi. Curare le infezioni nosocomiali causate da bat-
teri “ESKAPE” puo essere difficile, poiché le opzioni terapeuti-
che che rimangono disponibili sono rappresentate da altri pochi
antibiotici che spesso sono tossici e non sempre efficaci, e talora
possono non esservi alternative terapeutiche. In questa parte 42
si descrive lo stato attuale di AMR nei patogeni ESKAPE, con
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particolare attenzione allo sviluppo di farmaci attuali ed emer-
genti vie nella risposta contro la resistenza antimicrobica.

56— RESISTENZA ANTIMICROBICA CAUSATA
DA B-LATTAMASI AD AMPIO SPETTRO E CARBAPENEMASI

Gli antibiotici plattamici sono gli agenti antibatterici di uso
frequente in terapia. Le f-lattamasi ad ampio spettro (ESBL) e
carbapenemasi conferiscono resistenza non solo ai carbapenemi,
ma ad antibiotici quali penicillina, cefamicine e cefalosporine.
I meccanismi di resistenza ai plattamici sono mediati da una
ridotta permeabilitd al farmaco, e dalla produzione di pompe
di espulsione o di enzimi p-lattamasi che alterano e inattivano
gli antibiotici plattamici mediante idrolisi dell’anello beta-latta-
mico. Il trasferimento genico orizzontale ¢ il meccanismo pil
comune associato alla diffusione di ESBL e carbapenemasi tra
specie batteriche patogene. Insieme all’aumento della resistenza
antimicrobica, sono emersi diversi tipi di ESBL e carbapenemasi
con differenti caratteristiche enzimatiche. Per esempio, le carba-
penemasi recentemente scoperte sono raggruppate nelle classi da
A e D del sistema di classificazione di Ambler.

[ batteri possono ospitare diversi tipi di ESBL (es.: fino a 9
geni AMR trasportati da plasmidi riscontrati in K. pneumoniae)
e carbapenemasi e richiedono strategie terapeutiche specifiche.
E quindi essenziale per medici comprendere le caratteristiche di
resistenza dei patogeni infettivi.

In questo capitolo, riassumiamo le attuali conoscenze sulla
resistenza ai beta-lattamici da ESBL e carbapenemasi, come car-
bapenemasi di classe A, classe C AmpC a spettro esteso (ESAC),
beta-lattamasi di classe D idrolizzanti i carbapenemi (CHDL) e
metallo-plattamasi di classe B, per indirizzare una possibile scelta
terapeutica in casi di infezioni particolarmente gravi causate da
batteri MDR e Carbapenemi-resistenti.
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67 - CARATTERISTICHE DI VIRULENZA,
ANTIBIOTICO RESISTENZA DI KLEBSIELLA PNEUMONIAE

Klebsiella pneumoniae (KP) & una delle principali cause di in-
fezioni nosocomiali opportunistiche a livello globale tanto da
essere recentemente riconosciuta dall’OMS di priorita critica tra
i patogeni associati alle infezioni nosocomiali (https://www.quo-
tidianosanita.it/allegati/allegato4135670.pdf) assieme altre due
specie di enterobatteriacee quali Acinetobacter baumannii e Pseudo-
monas aeruginosa. K. pneumoniae, che & intrinsecamente resisten-
te alla ampicillina e puo acquisire prontamente beta-lattamasi a
spettro esteso (Extended-spectrum beta-lactamase, ESBL) o car-
bapenemasi (Klebsiella producing carbapenemase, KPC) che con-
feriscono rispettivamente resistenza a cefalosporine di terza gene-
razione o carbapenemi, lasciando opzioni molto limitate per la
terapia antimicrobica. K. pneumoniae & un chiaro opportunista,
che colonizza l'intestino umano, la rinofaringe e la pelle. E stato
dimostrato che la colonizzazione asintomatica da K. pneumoniae
puo essere una fonte di HAI, con tassi di infezione stimati tra il 4
e il 35% in ricoverati ospedalieri colonizzati. Le infezioni nosoco-
miali provocate da KP comprendono infezioni del tratto urinario
(UTI), polmonite, infezioni di ferita e sepsi. K. pneumoniae mo-
stra una propensione alla diffusione in ambiente nosocomiale
provenienti da diverse fonti quali lavandini, scarichi, dispositivi
medici e tutti i prodotti per la pulizia. Mente, in ceppi KP isolati
da molteplici contesti non-clinici quali bestiame o acque reflue
sono stati rilevati geni che codificano per le carbapenemasi e
potrebbero essere una possibile sorgente di trasmissione.

Relativamente poco si conosce della patogenesi di K. pneumo-
niae, rispetto a patogeni “veri” correlati della famiglia Enterobat-
teriacee, come ad esempio Salmonella o Shigella.

In questa parte, si riassumeranno i meccanismi di virulen-
za, biofilm e tolleranza agli antibiotici di K. pneumoniae e verra
esplorato I'applicazione del sequenziamento dell’intero genoma
(Whole Genome sequencing — WGS) e della proteomica globa-
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le, per fornire nuove prospettive nel trattamento clinico di infe-
zioni da KP.

7 & — ACINETOBACTER BAUMANNII: PATOGENESI,
RESISTENZA AGLI ANTIBIOTICI E PROSPETTIVE
DI TRATTAMENTO

Negli ultimi anni le infezioni di Acinetobacter baumannii sono
notevolmente incrementate sia in ambito ospedaliero che comu-
nitario. Campio uso di chemioterapia antimicrobica, in partico-
lare carbapenemi, ha contribuito alla comparsa di A. baumannii
(CRAD) resistente ai carbapenemi, che di solito presenta un fe-
notipo MDR. La resistenza ai carbapenemi in A. baumannii puo
essere causata da diversi meccanismi ma risulta prevalentemente
mediata dalle plattamasi di classe D che idrolizzano i carbapene-
mi (CHDL). Le CHDL, dette anche oxacillinasi, possono essere
intrinseche (OXA-51 like) o acquisite (OXA-23 like, -24/40 like,
-58 like e -143 like). Come dimostrato in precedenti pubblicazio-
ni la resistenza ai carbapenemi in Italia in A. baumannii & pretta-
mente associata alla CHDL OXA-23 che risulta essere endemico
ormai in Italia. In questa parte riassumiamo gli studi attuali sui
fattori di virulenza e i meccanismi di resistenza che contribuisco-
no alla patogenesi di A. baumannii.

82 - NON E FACILE ESSERE VERDI: MICROBIOLOGIA, VIRU-
LENZA E PROSPETTIVE TERAPEUTICHE DI PSEUDOMONAS
AERUGINOSA MULTI RESISTENTE Al FARMACI

Pseudomonas aeruginosa (PA) ¢ la causa piu frequente di infe-
zione tra i batteri Gram-negativi non fermentanti, colpisce pre-
valentemente i pazienti immunocompromessi, ma il suo ruolo
patogeno non deve essere trascurato nei pazienti immunocompe-
tenti. Questi agenti patogeni rappresentano una sfida terapeutica
preoccupante per i medici, sia in comunita che in ambito ospe-
daliero, a causa della loro crescente prevalenza di multi-resistenza
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ai farmici (MDR), e questo puo portare a terapia prolungata, se-
quele e mortalita eccessiva nella popolazione di pazienti affetti.
In questa parte, forniamo una panoramica della ricerca di base
e clinica sulla PA e riassumiamo "ampio corpus di letteratura su
epidemiologia, trasmissione, diversita genetica, evoluzione, sorve-
glianza e trattamento di infezione causate da PA-MDR.

9™ — INGEGNERIA DEL GENOMA BATTERICO E BIOLOGIA
SINTETICA: LE NUOVE PROSPETTIVE PER COMBATTERE |
PATOGENI

Lavvento di nuovi strumenti di ingegneria del genoma bat-
terico e di biologia sintetica (SB) sta fornendo piani diagnostici
e terapeutici promettenti per monitorare e trattare infezioni bat-
teriche recalcitranti diffuse. I principali progressi negli approcci
di ingegneria genetica possono aiutare con successo a individua-
re e modificare i genomi batterici patogeni per comprendere e
mitigare i meccanismi di resistenza ai farmaci. In questa ultima
parte, discutiamo 'applicazione di specifici metodi di ingegneria
del genoma e SB come la ricombinazione, le brevi ripetizioni
palindromiche regolarmente inter-spaziate (CRISPR) e i mec-
canismi di segnalazione delle cellule batteriche per il targeting
dei patogeni. Il sistema CRISPR/Cas9 (si pronuncia “crisper”)
si basa sull’'impiego della proteina Cas9, una sorta di forbice mo-
lecolare in grado di tagliare un DNA bersaglio, che puo essere
programmata per effettuare specifiche modifiche al genoma di
una cellula eucariotica o un batterio.

A seguito del taglio introdotto da Cas9, attraverso opportuni
accorgimenti, & infatti possibile eliminare o correggere sequenze
che per esempio conferiscano resistenza antibiotica dal genoma
del batterio patogeno.

Viene inoltre evidenziata l'utilita di questi strumenti nello
sviluppo di strategie antibatteriche come la produzione di nuovi
antibiotici, la terapia dei fagi, la diagnostica e la produzione di
vaccini.
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Abstract

La resistenza antimicrobica (AMR [Anti Microbial Resistance]) ¢ in tut-
to il mondo un ostacolo al benessere umano, ed ¢ una delle piu gravi
preoccupazioni per la salute pubblica. Se non controllata, la resistenza
antimicrobica puo diventare una grave minaccia e generare un’altra pan-
demia. Cio rende necessario definire soluzioni sanitarie alla resistenza
antimicrobica che siano su scala globale, tenendo conto dei dati pro-
venienti da diverse parti del mondo. Questo processo potrebbe essere
facilitato dalla definizione di norme sociali, da pratiche comportamen-
tali individuali e di gruppo che favoriscano la salute umana globale e,
infine, dall'aumento della consapevolezza collettiva sulla necessita di tali
azioni. Oltre a rappresentare un’emergenza in ambito clinico, la resisten-
za antimicrobica rende anche necessari dei trattamenti pitt complessi,
ponendo una vera e propria sfida alle linee guida esistenti sulla gestione
della resistenza agli antibiotici. Lo sviluppo della resistenza ¢ stato colle-
gato a molti elementi genetici dei microbi, in alcuni casi con complesse
vie di trasmissione. Inoltre, si stanno scoprendo nuovi meccanismi alla
base dello sviluppo della resistenza antimicrobica, cosa che rende questo
campo importante per la microbiologia medica. Oltre agli aspetti gene-
tici della resistenza antimicrobica ci sono altri fattori, tra cui la diagnosi
errata, I'esposizione ad antibiotici ad ampio spettro e la mancanza di
una diagnosi rapida; questi fattori contribuiscono alla creazione della
resistenza. Tuttavia i miglioramenti e le innovazioni nelle tecnologie di
sequenziamento del DNA e nella bioinformatica hanno rivoluzionato

il settore diagnostico, favorendo I'individuazione in tempo reale delle
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cause del’AMR e dei suoi elementi importanti per delineare approcci

di controllo e prevenzione per combattere la minaccia.

1.1 INTRODUZIONE

Nel 1928 Alexander Fleming scopri che la penicillina ucci-
deva i batteri stafilococchi che stava esaminando. Ben presto
divenne 'antibiotico chiave per il trattamento delle principali
malattie causate da patogeni Gram-positivi [1]. La penicillina &
stata il primo antibiotico naturale ad essere scoperto, anche se il
Salvarsan ¢ stato utilizzato per la prima volta nel 1910. La scoper-
ta degli antibiotici ¢ stata considerata il fondamento di molti dei
pit grandi progressi medici del XX secolo [2]. Uera della scoperta
degli antibiotici ha reso relativamente piu sicuri gli aspetti tera-
peutici e chirurgici della medicina clinica, comprese le procedure
per il parto, i trapianti di organi e il trattamento del cancro [3].
Ci sono poi gli antivirali, che hanno trasformato gli aspetti di
gestione clinica delle malattie virali, compresa la recente pande-
mia di coronavirus del 2019. Uno dei maggiori attributi degli
antivirali & la capacita di rendere gestibile il virus dell'immuno-
deficienza umana (HIV).

Gli agenti patogeni microbici continuano a evolversi e a
sviluppare resistenza alle metodologie terapeutiche emergenti
e quelle tradizionali; dato I'estremo declino della ricerca sugli
antibiotici, cid non ha fatto altro che aumentare la portata della
resistenza antimicrobica e il suo impatto sui costi e sui risultati
dell’assistenza sanitaria globale. Il dilagante aumento dell’'uso di
antibiotici anche da banco non ha fatto altro che alimentare la
resistenza antimicrobica. Cid aumenta anche il rischio di riemer-
genza di molte malattie; I'emergere della XDR-TB, la tubercolosi
estensivamente resistente ai farmaci, ¢ un esempio che vale la
pena citare.

Gli antibiotici sono un pilastro della medicina moderna. Il
loro uso ha ridotto la mortalita infantile. Inoltre, sono fonda-
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mentali per gli interventi chirurgici invasivi e per i trattamenti
complessi come la chemioterapia. Sono un ausilio insostituibile
nella complessa era degli interventi chirurgici a guida robotica e
per la gestione delle infezioni secondarie durante le malattie, ad
esempio la comune influenza e le infezioni della pelle, dell’inte-
stino, ecc.

Tuttavia, le infezioni da batteri multiresistenti sono in au-
mento a livello globale, facendo si che lo spauracchio delle in-
fezioni non curabili diventi una realtd. Un rapporto del 2017
dell’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS, Ginevra, Sviz-
zera) ha confermato che l'intero mondo sara a corto di antibiotici
poiché i farmaci attualmente in uso clinico sono stati sviluppati
attraverso delle modifiche alle classi esistenti e hanno dimostrato
di avere dei cicli di impatto brevi [4]. La Commissione europea
ha documentato che i decessi legati all AMR sono circa 33.000
all’anno nell’'Unione europea (UE), per circa 1,5 miliardi di euro
all’anno in costi sanitari [5].

Il rapporto 2019 sulla minaccia della resistenza agli antibio-
tici pubblicato dal Center for Disease Control and Prevention ha sti-
mato che i casi di resistenza antimicrobica sono oltre 2,8 milioni
all’anno negli Stati Uniti, con oltre 35.000 decessi. Il rapporto
ha inoltre dettagliato i rischi nelle categorie “urgente”, “grave”,
“preoccupante” e “da tenere d’occhio”; la resistenza ai carbape-
nemi ¢ stata considerata urgente. Uemergere di batteri resisten-
ti ai carbapenemi solleva una seria preoccupazione, in quanto
questi sono classificati come gli antibiotici “di ultima linea” per
il trattamento delle infezioni multiresistenti. I risultati positivi
della ricerca hanno documentato nuove combinazioni di anti-
biotici che abbattono la resistenza, il che amplia I'uso degli anti-
biotici di ultima linea [6]. La Tabella 1 e la Figura 1 riassumono
i diversi meccanismi alla base dello sviluppo della resistenza agli
antibiotici.


https://www.mdpi.com/2079-6382/11/8/1082#B4-antibiotics-11-01082
https://www.mdpi.com/2079-6382/11/8/1082#B5-antibiotics-11-01082
https://www.mdpi.com/2079-6382/11/8/1082#B6-antibiotics-11-01082
https://www.mdpi.com/2079-6382/11/8/1082#table_body_display_antibiotics-11-01082-t001
https://www.mdpi.com/2079-6382/11/8/1082#fig_body_display_antibiotics-11-01082-f001

INDICE

EBOOKECM JOURNAL N. 7 - ANTIBIOTICO RESISTENZA — LA PANDEMIA NASCOSTA
1- La resistenza antimicrobica e la sua diffusione sono una minaccia globale

ﬁ-@x ILTH

(1
P ol b

i Antibiotic Targets
membrane 9

; W s
= Resistance Mechanisms

R

Figura 1. Meccanismi molecolari della resistenza antimicrobica (AMR) e della resisten-
za ai farmaci.
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Acetilazione, alterazione del

bersaglio, efflusso, Fenicoli Cloramfenicolo

ADP-ribosilazione, bersaglio e . .
Rifamicine Rifampicina
alterato, efflusso,

Bersaglio alterato, efflusso Peptidi cationici | Colistina

Tabella 1. Meccanismi di resistenza agli antibiotici.

1.2 SVILUPPO E IDENTIFICAZIONE DI NUOVI ANTIBIOTICI E
RIPROPOSIZIONE DI QUELLI ESISTENTI

E stato raccomandato di tenere I'uso degli antibiotici sotto
controllo, in modo da affrontare 'aumento dell’incidenza della
resistenza agli antibiotici; c’¢ anche 'urgente necessita di identi-
ficare nuove molecole bersaglio e di riprogettare quelle esisten-
ti per affrontare le crescenti avversita dei patogeni MDR [Multi
DrugResistant] e XDR [Extensively DrugResistant]. Gli aspetti da
sviluppare sono:

i. un derivato potenziato da una famiglia di antibiotici esi-
stente;

ii. agenti antibatterici strutturalmente superiori (nuove strut-
ture chimiche);

iii.identificare i vantaggi di classi alternative di agenti, com-
presi i fagi.

Un aspetto burocratico rilevante sono le certificazioni, che
aumentano la complessita della pipeline di sviluppo di nuovi
antibiotici, rendendo meno redditizio per le aziende farmaceu-
tiche investire tempo e sforzi. La situazione attuale indica che &
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necessario adottare con urgenza nuovi metodi per combattere la
resistenza batterica. Uno degli approcci ampiamente discussi par-
la di nanotecnologia e dell'uso della “nanofunzionalizzazione”
per ristabilire Pattivitd antimicrobica degli antibiotici esistenti.
Un rapporto di Natan, M. e Banin, E. (2017) illustra come le
nanotecnologie possano combattere gli MDR, introducendo na-
noparticelle (NPs) in due categorie funzionali [7]. Queste due
categorie comprendono le NP con proprieta antibatteriche in-
trinseche e quelle che veicolano agenti antibatterici. In quest’ul-
timo caso, I'azione antibatterica avviene attraverso il contatto
diretto con l'agente patogeno in questione, rendendo cosi nulli
alcuni meccanismi di resistenza antimicrobica. Un rapporto di
van der Meij, A. et al. (2017) si & concentrato sulla produzione di
antibiotici da parte degli attinomiceti [8]. E stato documentato
che questi batteri filamentosi sopravvivono in simbiosi con altri
organismi e offrono protezione e promozione della crescita. E
stato suggerito che i gruppi di geni biosintetici siano espressi in
risposta alla richiesta dell’ospite dovuta a diversi fattori ambien-
tali. E stato documentato che questa intuizione ¢ utile per la
scoperta di farmaci.

Tracanna, V. et al. (2017), in un rapporto che discute la di-
versitd delle funzioni dei composti antimicrobici procarioti,
hanno evidenziato diverse strategie di estrazione, tra cui la sin-
tesi ribosomiale e la modificazione posttraduzionale di peptidi,
polichetidi, ecc. Queste strategie sono fondamentali per estrarre
gruppi di geni biosintetici nuovi, per restringere il campo dei po-
tenziali agenti antimicrobici. Un processo laborioso, che indica
la necessita di combinare le informazioni sul genoma con i dati
funzionali ed ecologici. Per garantire un uso ottimale dei genomi
gia ben sequenziati, sono stati sviluppati nuovi strumenti in gra-
do di identificare e riutilizzare molecole antimicrobiche esistenti
e nuove. Attualmente sono stati scoperti migliaia di cluster di
geni con il potenziale di codificare delle biomolecole promet-
tenti. Le informazioni ecologiche aiutano a stabilire le priorita
delle funzioni antimicrobiche chiave. C’¢ anche un approccio di
function mining basato sulla funzione prevista, che comprende
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'uso di informazioni sui domini proteici, per il ggnome mining,
o sulla modalita d’azione. Un rapporto di Pachon-Ibanez, M.E.
et al. (2017) ipotizza che le defensine possano essere agenti tera-
peutici antimicrobici [10]. Questa rassegna evidenzia i progressi
nello sviluppo delle defensine umane e della catelicidina LL-37,
insieme ai loro derivati, come potenziali agenti antimicrobici cli-
nici. Oltre a discutere le modalita d’azione degli agenti e dei loro
analoghi, lo studio evidenzia anche le azioni difensive mediate
dall’ospite e i tre fattori chiave che impediscono I'uso diffuso di
candidati promettenti: stabilita, tossicitd e costo [10]. Le ricer-
che condotte nel corso degli anni hanno evidenziato le difficolta
insite negli agenti antimicrobici e la minaccia MDR, anche se
la scienza continua ad accrescere la nostra comprensione oltre
il livello cellulare. Tuttavia, per ottenere un successo clinico, &
essenziale che gli sforzi e i fondi stanziati per la ricerca di base e
applicata aumentino in modo significativo.

1.3 FATTORI CHE CONTRIBUISCONO ALLA RESISTENZA
AGLI ANTIBIOTICI

Nel corso della storia & stato documentato che lo sviluppo
della resistenza agli antibiotici & un processo naturale per consen-
tire la sopravvivenza dei batteri, ma ¢ stato alimentato da attivita
umane come la prescrizione eccessiva e inappropriata, 1'uso ecces-
sivo di antibiotici come integratori per la crescita del bestiame e
la disponibilita di pochi nuovi antibiotici [11]. Numerose pubbli-
cazioni recenti hanno sottolineato le conseguenze della promo-
zione della stewardship antimicrobica tra i medici per ridurre le
complicazioni legate all’'uso degli antibiotici. Questi programmi
conferiscono alla comunita medica, anche a livello universitario,
le conoscenze necessarie per gestire la crisi dell’antibiotico-resi-
stenza, un aspetto critico della salute pubblica [12,13]. La Figura
2A,B (modificata dall’articolo del Dr. Razzaque) evidenzia le fasi
fondamentali e gli aspetti chiave coinvolti nell'impatto positivo
delle misure adottate contro TAMR.
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(B

Figura 2. (A) Diagramma che evidenzia le fasi principali da attuare per ridurre al mi-
nimo la resistenza antimicrobica. (B) Rappresentazione schematica degli aspetti chiave

che possono avere un impatto positivo sulla lotta globale alla resistenza antimicrobica
(modificata dal documento del Dr. Razzaque).
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La resistenza agli antibiotici si verifica quando il microbo
bersaglio sviluppa un meccanismo fisiologico per superare
I'impatto del farmaco. Cid pud essere causato da una mo-
difica della struttura o della composizione dell’involucro
batterico, alla produzione di enzimi che decompongono
I'agente bersaglio, ecc. Ci sono anche altri meccanismi
come la limitazione dell’afflusso di farmaco e I'aumento
dell’efflusso, o la modifica/inattivazione del bersaglio del
farmaco [14]. Contribuiscono alla crisi del’AMR, oltre al
processo naturale di sviluppo della resistenza, le pratiche
d’uso attuali che prevedono la prescrizione impropria di
farmaci, compresi quelli ad ampio spettro [15].

La resistenza antimicrobica, oltre ad aumentare la difficolta
di gestione delle malattie, ha anche un impatto sul pazien-
te. E stato documentato che compromette il sistema immu-
nitario umano e aumenta le complicazioni e la vulnerabili-
ta dopo interventi chirurgici complicati che coinvolgono il
cancro, la sostituzione del ginocchio, la dialisi, ecc. Inoltre,
i soggetti con condizioni di comorbilita hanno un rischio
maggiore di esiti avversi gravi con '’AMR. Le condizioni
che richiedono I'uso di antibiotici “di ultima linea” aumen-
tano anche in modo significativo i costi di trattamento per
il cliente, prolungando i tempi di permanenza in ospedale
e 1 tassi di ricovero [16,17].

Levidenza crescente che la pratica dell’'uso degli antibiotici
sia un grosso rischio per la resistenza antimicrobica rende
necessarie delle pratiche di gestione clinica diffuse e ade-
guatamente guidate. La conoscenza delle vaccinazioni, del-
la trasmissione e delle strategie di prevenzione ¢ la chiave
dell’educazione alla salute pubblica. Elaborare delle prati-
che di cura delle ferite e delle infezioni tra i pazienti con
condizioni di comorbilita puo ridurre I'onere del ricovero
ospedaliero e controllare la diffusione delle infezioni.
Anche la comunicazione della necessita di antibiotici sul-
la base della diagnosi e del protocollo di gestione clinica
raccomandato é un aspetto molto importante del’ AMR.
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La mancanza di strumenti diagnostici e di linee guida nor-
mative e ['auto-trattamento con antibiotici da banco per
disturbi come il raffreddore e I'influenza sono comuni nei
Paesi in via di sviluppo e contribuiscono pesantemente
allAMR [18]. Per evitare 'abuso dell’'uso di antibiotici &
anche necessario ridurre o controllare gli incentivi finan-
ziari per la prescrizione di antibiotici da parte dei medici
attraverso le aziende farmaceutiche [19].

¢ Oltre ai cambiamenti nell’'uso e nei modelli di consumo
di antibatterici nelle diverse economie globali, i viaggi mo-
derni hanno contribuito in modo determinante alla diffu-
sione di nuove infezioni e della resistenza agli antibiotici
in tutto il mondo. La recente pandemia da coronavirus
(COVID-19) ne ¢ il miglior esempio. Uno studio docu-
mentato tra i viaggiatori europei provenienti dall'India ha
identificato la presenza di Enterobacteriaceae produttrici di
carbapenemasi (CPE), anche tra coloro che non hanno
avuto contatti con il sistema sanitario indiano durante il
loro soggiorno [20,21].

1.4 FATTORI CHE CONTRIBUISCONO ALLA TRASMISSIONE
DELL’AMR

E stato documentato che la trasmissione di microbi altamen-
te resistenti ai farmaci avviene tra le specie e all'interno di esse.
Lidentificazione dei serbatoi e delle migliori pratiche relative
alle cause di trasmissione sara fondamentale per controllare le
future pandemie.

Le pandemie e le epidemie di COVID-19 sono esempi di vi-
rus che diffondono materiale tra le specie. Qualsiasi misura di
sanita pubblica in grado di controllare la diffusione e I'uso di
agenti antibatterici ¢ il primo passo per controllare la resistenza
antimicrobica.

Sono necessari dei sistemi di sorveglianza globale di alta qua-
lita per informare sui cambiamenti nell’'uso degli antimicrobici,
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e bisogna evitare lo sfasamento temporale nella trasmissione del-
le conoscenze: questo & un modo per prevenire una crisi sanita-

ria globale da AMR.

1.5 AZIONI PER COMBATTERE LA RESISTENZA
AGLI ANTIBIOTICI

Lo sviluppo della resistenza agli antibiotici & un processo gra-
duale in cui i microbi coinvolti sviluppano capacita di resistenza
contro gli agenti che li dovrebbero distruggere. Per affrontare
questa minaccia € necessaria un’azione aggressiva per:

¢ Prevenire le infezioni e controllare la trasmissione;

¢ Migliorare 'uso degli antibiotici per rallentare lo sviluppo
della resistenza attraverso una sorveglianza di alta qualita e
linee guida sull’uso;

¢ Bloccare la diffusione di microbi resistenti quando si svi-
luppano attraverso programmi di gestione antimicrobica.

1.6 INTERAZIONI MICROBIOMA-ANTIBIOTICO

La scienza del microbioma intestinale ha offerto opportunita
sempre piu ampie per studiare l'interazione uomo-microbioma
e fornire un ecosistema per valutare le interazioni microbioma-
antibiotico. L'impatto degli antibiotici sul microbioma dell’inte-
stino umano continua a essere un argomento degno di interesse.
Lesposizione agli antibiotici nella prima infanzia & stata collegata
a impatti immunologici, neurologici e gastrointestinali; 'uso di
antibiotici a qualsiasi eta & stato collegato a impatti negativi sulla
microflora intestinale, che portano all’emergere di diarrea resi-
stente agli antibiotici [22].

Oltre alla resistenza antimicrobica, alcuni studi hanno evi-
denziato 'impatto degli antibiotici sulle malattie, tra cui obe-
sitd, cancro e malattie inflammatorie intestinali [23]. Cio riba-
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disce la necessita di controllare 'uso degli antibiotici anche a
prescindere dalla crisi del’ AMR. Per limitare I'effetto degli anti-
biotici sul microbiota intestinale, & stato suggerito di istituire un
programma di stewardship antimicrobica e di curare la disbiosi
attraverso prebiotici, probiotici e trapianto di microbiota fecale
[24]. T fattori che determinano 'aumento dei geni di resistenza
agli antibiotici (ARG [Antibiotic Resistance Genes]) possono es-
sere valutati anche attraverso il microbiota intestinale. Alcuni
studi hanno documentato che il microbiota intestinale & una
ricca riserva di resistenza agli antibiotici (AR) che contribuisce
all’emergere della resistenza ai farmaci multipli attraverso il tra-
sferimento genico orizzontale (HGT [Horizontal Gene Transfer]),
innescato anche durante ['uso di antibiotici come profilassi im-
portantissima [25].

La deplezione del microbioma indotta dagli antibiotici & un
fenomeno ben documentato dovuto alla terapia antibiotica ed &
implicato nell’alterazione dell’omeostasi metabolica attraverso la
segnalazione intestinale [26]. Gli studi hanno anche documenta-
to che i metaboliti della microflora intestinale sono fondamen-
tali per 'asse intestino-cervello, compresi gli acidi grassi a cate-
na corta, i metaboliti degli acidi biliari, ecc. Le alterazioni delle
vie microbico-metaboliche sono state collegate alla malattia di
Alzheimer, all’ansia, alla depressione, ecc. [27].

Alcuni studi hanno anche documentato I'impatto della som-
ministrazione di antibiotici ad ampio spettro a persone sane
dopo la vaccinazione contro l'influenza stagionale sulla micro-
flora intestinale. Lanalisi ha rilevato un aumento delle firme
infiammatorie e una riduzione degli acidi biliari che causano
'attivazione dell'inflammasoma [28]. Il trapianto autologo di
microbiota fecale (a-FMT) ¢ stato ampiamente studiato come
intervento per trattare la disbiosi causata da malattie infettive
come l'infezione da Clostridioides difficile (CDI), con cui sono stati
registrati tassi di guarigione fino al 90%.

Altre condizioni includono le malattie infiammatorie intesti-
nali, la cui efficacia clinica varia tra il 25 e il 50%. Le differenze
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nell'impatto del’FMT sono state attribuite anche alle differen-
ze nella composizione del microbioma tra donatori e riceventi,
dovute a cambiamenti nella dieta e nell’ambiente in momenti
diversi [29,30].

La maggior parte dei farmaci somministrati per via orale vie-
ne esposta ai commensali intestinali dell’ospite e la microflora
umana ha dimostrato di rispondere attraverso gli enzimi di me-
tabolizzazione dei farmaci. E stato dimostrato che la microflora
intestinale agisce in sinergia con I'ospite per mantenere I'omeo-
stasi intestinale, metabolizzando xenobiotici e farmaci attraverso
l'alterazione dei livelli di espressione dei recettori di trasporto
dei farmaci e degli enzimi di metabolizzazione dei farmaci [31].

E stato dimostrato che la microflora intestinale influisce an-
che sulla biodisponibilita delle sostanze fitochimiche, compresi
gli intermedi metabolici come le glicosidasi e le demetilazioni
[32]. Inoltre, il metabolismo della curcumina é stato associato
all’Escherichia coli [33].

Il microbiota intestinale & anche coinvolto nell’attivazione e
nella disattivazione di farmaci come la sulfalazina, la digossina,
l'irinotecan, il cloramfenicolo e le nitrobenzodiazepine, per citar-
ne alcuni [34,35,36,37]. Uno studio recente ha valutato I'impatto
di settantasei diversi batteri intestinali umani sul metabolismo di
duecentosettantuno farmaci orali utilizzando il sequenziamento
high-throughput con spettrometria di massa. Lo studio ha rileva-
to che 176 farmaci sono stati metabolizzati in modo significativo
da almeno un ceppo batterico e che ogni ceppo ha metabolizzato
da 11 a 95 farmaci diversi [38].

Questi progressi evidenziano la possibilita di progettare far-
maci personalizzati che possano agire in combinazione con le
pratiche esistenti di farmacogenomica. La Figura 3 evidenzia che
la resistenza antimicrobica & la causa del maggior carico di malat-
tia, come sottolineato nella revisione sulla resistenza antimicro-

bica di Jim O’Neill [39].
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Figura 3. La resistenza antimicrobica ha il piit alto carico di malattia (fonte: la revisio-
ne sulla resistenza antimicrobica presieduta da Jim O’Neill).

1.7 APPLICAZIONI DELLA TECNOLOGIA CONTRO
LA RESISTENZA AGLI ANTIBIOTICI

Alcuni studi hanno descritto I'antibiotico-resistenza come di-

namica, il che implica I'importanza di tecnologie all’avanguardia
per studiare la diversita microbica [40]. Le piattaforme emergen-
ti, come la tecnologia di sequenziamento di nuova generazione
(NGS), gli strumenti bioinformatici e i database pubblici dina-
mici su larga scala, hanno accelerato la ricerca sulla resistenza

agli antibiotici. I progressi tecnologici integrano una profonda

comprensione meccanicistica della resistenza agli antibiotici con
un’analisi genomica ad alta profondita, contribuendo a miglio-
rare la sorveglianza e a sviluppare strategie proattive per mitigare

le minacce [41].
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La metagenomica é I'approccio attualmente piu utilizzato
per studiare il resistoma. Tre metodi, tra cui la metagenomica
shotgun, la metagenomica funzionale e il sequenziamento geni-
co mirato, sono stati adottati e raccomandati da diversi studi
nell’'ultimo decennio.

Gli studi hanno caratterizzato il resistoma intestinale pedia-
trico usando librerie metagenomiche ricombinanti, che hanno
portato all’identificazione della resistenza a 14 dei 18 antibiotici
testati, appartenenti a otto classi di farmaci. Inoltre, alcuni dei
geni recuperati includevano diidrofolato reduttasi resistenti ai
farmaci, acetiltransferasi del cloramfenicolo, pompe di efflusso
multifarmaco e tutte le principali classi di beta-lattamasi. Anche
molte sequenze che causano resistenza sono risultate mobilizza-
bili [42].

La metagenomica funzionale con frammenti di acido deossi-
ribonucleico (DNA) clonati a tappeto & stata sempre piu utiliz-
zata per identificare e caratterizzare i serbatoi di resistenza agli
antibiotici [43]. Questi studi evidenziano I'importanza di utiliz-
zare piattaforme di sequenziamento ad alte prestazioni, database
ARG appropriati e pipeline di analisi per identificare TAMR a
livello di resistoma. Anche il sistema SmartChip (Takara, Shiga,
Giappone), che & un array quantitativo di reazione a catena della
polimerasi ad alto rendimento, & stato ampiamente utilizzato per
studi sul resistoma che coinvolgono vari microbiomi ambientali
[44,45,46].

Questo sistema presenta una serie di vantaggi, tra cui la ca-
pacita di analizzare un elevato numero di ARG in parallelo in
tempi brevi, e ha una maggiore sensibilita rispetto all’approccio
metagenomico per l'individuazione delle ARG. Per 'analisi del
resistoma, il sequenziamento dell'intero genoma per l'identifi-
cazione dei determinanti della resistenza antimicrobica & prefe-
rito per la fattibilitd tecnica, I'efficacia dei costi e la capacita di
identificare risultati perseguibili in riferimento al controllo delle
infezioni [47].
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1.8 SORVEGLIANZA DELLA RESISTENZA ANTIMICROBICA
ATTRAVERSO IL SEQUENZIAMENTO DI NUOVA GENERAZIONE
(NGS)

La preoccupazione per la crescente incidenza di casi di resi-
stenza multifarmaco ¢ in aumento e quindi la sorveglianza e la
comprensione degli ARG sono fondamentali per monitorarne
I'emergere e la diffusione. Gli ARG si trovano in diversi contesti,
tra cui:

1. Microarray [48,49].

2. Reazione a catena della polimerasi (PCR) [50].
3. Sequenziamento dell’intero genoma (WGS) [51].
4. Metagenomica [52].

1.9 APPROCCI DI SEQUENZIAMENTO DELL’INTERO GENOMA
PER LA SORVEGLIANZA DELLA RESISTENZA

[ progressi della genomica per I'individuazione della resisten-
za agli antibiotici non sono stati implementati con successo nei
laboratori clinici, dove sono ancora in uso i tradizionali meto-
di di diluizione e diffusione in serie [53]. Perd queste tecniche
si sono rivelate promettenti per la progettazione di terapie an-
tinfettive. Per la sorveglianza degli ARG, le tecniche tradiziona-
li presentano diversi svantaggi. Tra questi, la mancanza di un
approccio validato e sensibile per diversi microbi, le condizioni
interlaboratorio e il numero limitato di farmaci testati. La sorve-
glianza degli ARG ¢ inoltre inefficace se non include un confron-
to dei genotipi tra pill ospiti e zone ambientali, consentendo di
tracciare il percorso e il grado di diffusione [54,55].

La firma genetica determinata mediante WGS mostra infor-
mazioni molto precise, grazie alle quali ¢ possibile identificare
microbi, stabilire relazioni filogenetiche, individuare mutazioni,
migliorare 'identificazione di nuovi geni putativi e prevedere la
suscettibilita fenotipica agli antibiotici. Lanalisi del genoma puo
anche fornire preziose informazioni sui tratti di resistenza agli
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antibiotici. Cio & prezioso per le indagini sui focolai e per la
sorveglianza e la diffusione in tempo reale degli ARG [53]. La
sorveglianza degli ARG in tempo reale contribuisce all’identifi-
cazione precoce dei focolai e all’aggiornamento delle politiche
di sanita pubblica. Uno studio del Consiglio sanitario del Golfo
ribadisce la necessita di una sorveglianza della resistenza antimi-
crobica basata sul WGS per identificare I'impatto e la prevalenza
[56]. I WGS & stata una tecnologia scelta in molti casi di rin-
tracciamento delle fonti dei focolai e definizione di procedure
di segnalazione degli alimenti contaminati. Il WGS offre anche
diversi altri vantaggi rispetto alle piattaforme tradizionali di ana-
lisi della resistenza, tra cui I'individuazione dell’esistenza di una
coresistenza ad altri agenti antibiotici, come le farine pesanti,
e le previsioni sull’identificazione del trasferimento genico oriz-
zontale [53]. Sebbene il W