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Sommario: Ogni qual volta si usano degli antimicrobici, ¢'¢ sempre il rischio di selezione
della resistenza antimicrobica. Alcune specie di batteri sembrano sviluppare tale
resistenza piu velocemente di altre, ad empio Escherichia Coli e per alcuni antimicrobici,
ad es. le tetracicline, lo sviluppo della resistenza avviene in modo molto semplice. Il
primo approccio adottato ¢ ridurre o evitare I'uso di antimicrobici impiegando animali in
ottima salute (esenti da germi patogeni specifici o "SPF"), utilizzando programmi di
eradicazione di patologie o vaccinazioni ovunque possibile, e utilizzando inoltre strategie
per ridurre il rischio infettivo. Quando si ¢ costretti ad utilizzare antimicrobici, €
opportuno seguire programmi di impiego ottimali per ridurre il rischio di sviluppo di
resistenza. Assicuratevi di applicare la terapia all'organismo giusto, utilizzando culture e
test di suscettibilita antimicrobica e anche impiegando le giuste conoscenze in merito alle
concentrazioni di farmaco necessarie ad uccidere I'organismo nei tessuti o fluidi da esso
infestati. Comprendere la farmacocinetica degli antimicrobici ¢ fondamentale cosi come
mettere in relazione tali dati con gli effetti farmacodinamici sui batteri per ottenere non
solo una cura clinica ma anche una batterica. Andare oltre la finestra di selezione dei
mutanti aiuta inoltre a migliorare gli effetti clinici a lungo termine di un antimicrobico e
riduce lo sviluppo della resistenza. Il presente articolo esamina le strategie che aiutano a
ridurre lo sviluppo della resistenza nella produzione dei suini utilizzando l'integrazione e
l'applicazione farmacocinetica/farmacodinamica.

INTRODUZIONE

Ogni qual volta si usano degli antimicrobici, c'¢ sempre il rischio che si verifichi la
selezione della resistenza antimicrobica. Nel Regno Unito, recenti statistiche (VMD,
2008) mostrano che nel 2007 sono state usate 387 tonnellate di farmaci antimicrobici, sia
per animali da allevamento che da compagnia. L'ottantanove per cento di tale quantita ¢
stato somministrato per via orale, principalmente insieme a mangimi premix o come
medicine disciolte nell'acqua potabile e solo il 10% per iniezione. Le tetracicline sono
l'antibiotico usato piu di frequente (45%) seguite da combinazioni di
trimetoprim/sulfonamidi (19%) e dagli antibiotici beta-lattami (penicilline, penicilline
sintetiche etc.) al 17%. Le cefalosforine e i fluoroquinoloni, considerati di importanza
fondamentale nella medicina umana sono usati rispettivamente nel 1,6% e 0,5% dei casi
negli animali, una percentuale molto bassa. Si stima che l'uso di antimicrobici nei suini
copra il 53% dell'uso complessivo di tali farmaci, nonostante il fatto che nel Regno Unito
vengano macellati solo 9 milioni di suini I'anno. Ne consegue che il veterinario dei suini
¢ responsabile dell'uso accorto e giudizioso dei farmaci antimicrobici per ottenere 1
migliori risultati a livello clinico, batteriologico ed economico per i suoi clienti, per
provare a limitare lo sviluppo della resistenza antimicrobica nella popolazione suina ma
anche per ridurre le possibilita di diffusione della resistenza nella popolazione umana.



Il presente articolo esamina lo stato della conoscenza della farmacocinetica (PK) nei
suini, e le informazioni di farmacodinamica (PD) che possono essere sviluppate nei
laboratori clinici e universitari, nonché il modo in cui i due possano essere integrati cosi
che uso, dosaggio e via di somministrazione degli antibiotici e le possibilita di evitare lo
sviluppo di resistenza possano essere incluse nei processi decisionali relativi all'uso
antimicrobico.

RELAZIONI DI BASE TRA PK E PD
a. Aspetti farmacocinetici

La comprensione di base della farmacocinetica dei prodotti medici ¢ fondamentale per
comprendere il modo in cui gli stessi funzionano nel maiale (Fig. 1)
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Fig. 1. Confronto tra la farmacocinetica di base di un antibiotico somministrato per
iniezione, o per via orale nel mangime o nell'acqua

La concentrazione massima (Cmax) ¢ la concentrazione plasmatica piu alta riscontrata
dopo la somministrazione. Generalmente, in caso di somministrazione per iniezione si ha
un picco molto alto che poi scende gradualmente. Il tempo necessario per raggiungere il
picco di concentrazione ¢ detto Tmax. Per i farmaci somministrati per via orale 1 picchi
sono in genere molto pill bassi e Tmax ¢ piu lungo ma in caso di alimentazione ad
libitum, i livelli di plasma possono rimanere decisamente stabili durante il giorno. E
inoltre possibile misurare le curve di concentrazione e anche l'area sotto la curva nel
periodo di 24 ore (ASC 24h) ¢ una misurazione piuttosto utile. Il declino della curva, se
confrontato con la concentrazione minima inibitoria (MIC) inoltre indica il periodo di
tempo in cui la curva si trova sopra alla MIC (T>MIC), che ¢ particolarmente utile per la



determinazione dell'intervallo di dosaggio, vale a dire se un farmaco deve essere
somministrato una, due o piu volte al giorno etc.

Il rapporto Cmax/MIC ¢ importante per alcuni farmaci antimicrobici quali aminoglicosidi
(apramicina, gentamicina, ecc.) e anche fluoroquinoloni (enrofloxacina, marbofloxacina
ecc.) in quanto ¢ stato mostrato (Schentag, 2000) che quando il rapporto Cmax/MIC ¢ di
circa 10-12 ¢ perché l'uccisione del batterio ha avuto successo e i risultati clinici nei
pazienti immunocompromessi negli ospedali sono migliori. La MIC ¢ simile alla
concentrazione battericida minima (MBC) per questi farmaci antimicrobici e il rapporto
MBC/MIC = 1-2: 1. Essi inoltre mostrano un buon effetto post-antibiotico (EPA) vale a
dire che il batterio non ha ripreso a crescere per qualche tempo dopo la rimozione
dell'antibiotico. La Colistina, una polimixina, rientra in questa categoria.

L'ASC 24h ¢ anche un parametro PK utile per i farmaci battericidi, in quanto prevede una
componente di tempo e concentrazione, specialmente per i farmaci iniettabili in presenza
di una fluttuazione di concentrazione. Un rapporto ASC 24h/MIC di 100-120 fornisce
una previsione utile della uccisione batterica effettuata dai farmaci antimicrobici
battericidi quali aminoglicosidi e fluoroquinoloni, combinazioni
trimetroprim/sulfonamidi e beta-lattami (penicilline e cefalosporine), anch'essi parte di
questo rapporto. La componente Tempo >MIC viene spesso considerata maggiormente
importante per gli antibiotici beta-lattami (Lees et al, 2008) anche se ¢ presente anche un
aumento del tasso di abbattimento a concentrazioni piu elevate. Gli antibiotici tempo- e
concentrazione-dipendenti sono detti co-dipendenti e molti antibiotici usati nella cura dei
suini hanno questo tipo di rapporto (Fig 2).
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Fig. 2. esempio di rapporto di integrazione PK/PD per 1'enrofloxacina e la Pasteurella
multocida (MIC 0,03ug/ml) (Lees & Aliabadi, 2002)



Se il rapporto ASC 24h/MIC viene suddiviso nelle 24 ore risulta circa 4-5 volte superiore
rispetto alla MIC e rappresenta un altro rapporto utile per concentrazioni antimicrobiche
riscontrate nel contenuto del plasma o delle viscere dopo la somministrazione per via
orale. Queste concentrazioni sono concentrazioni allo stato quasi stazionario (SS) e sono
pertanto utili per 1 riferimenti incrociati a concentrazioni in singoli time-point come
quelle nei polmoni.

Per quanto riguarda gli antibiotici batteriostatici quali tetracicline, macrolidi, lincosamidi
e pleuromutilini, il rapporto ASC 24h/MIC fornisce un punto di riferimento per
l'inibizione o per un effetto batteriostatico, ad esempio ASC 24h/MIC = 24h. Tuttavia,
per ottenere un effetto battericida, I'ASC 24h deve essere diviso per il MBC in modo che
possa essere molto diverso da MIC ad es. rapporto MBC/MIC = 2-40: N° 1).

b. Aspetti farmacodinamici - test di suscettibilita antimicrobica

Ci sono diversi metodi per determinare la suscettibilita di un organismo ad un antibiotico.
Il Clinical and Laboratories Standards Institute (CLSI — precedentemente noto come
NCCLS) ¢ intento a stabilire procedure fisse e riproducibili da diversi laboratori in tutto il
mondo, nonch¢ ad unificare gli standard. Molti laboratori utilizzano i propri metodi di
coltura e valutazione della suscettibilita per i batteri, mezzi che possono dare risultati
diversi; per questo motivo ¢ in corso di sviluppo un approccio standardizzato, anche se il
processo ¢ continuativo e non ancora finalizzato per tutti i batteri veterinari e i farmaci
antimicrobici veterinari.

Uno dei metodi pit comunemente utilizzati nei laboratori di clinica veterinaria ¢ il
metodo Kirby-Bauer con dischetti di sensibilita contenenti un preparato antibiotico di
forza nota, che vengono posizionati su piastre da coltura in cui l'organismo sta crescendo.
La sensibilita viene giudicata esaminando visivamente le dimensioni della zona di
inibizione che indicano, approssimativamente, se il prodotto ¢ sensibile, mediamente
resistente o totalmente resistente. Ad ogni modo, una tecnica relativamente semplice di
misurazione della zona puo anche fornire un maggior quantitativo di informazioni sulla
MIC dell'organismo mettendolo n relazione con degli appositi grafici e confrontando le
dimensioni delle zone con la MIC (Fig. 3). Quanto sopra fa parte anche del lavoro svolto
dal CLSI.
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Fig. 3. Diametro della zona di inibizione e MIC Per tiamulina ¢ A. pleuropneumoniae
(Casals et al, 1990)

Le concentrazioni inibitorie minime vengono calcolate in genere utilizzando diluizioni a
raddoppio di antibiotici per determinare la concentrazione che inibisce la crescita
dell'organismo. Cio puo essere effettuato in provette con brodo di coltura, microprovette
su piastre e piastre di agar contenenti 'antibiotico. Possono verificarsi variazioni e
imprecisioni, ad esempio raddoppiare la diluizione significa produrre una variazione del
50% tra diluizioni distinte. Questo problema puo essere superato utilizzando diluizioni
sovrapposte ma cio non viene sempre fatto. Piu di recente, sono state messe in evidenza
ulteriori limitazioni delle tecniche standard di coltura utilizzate, che non sempre
rappresentano fedelmente la crescita dell'organismo nel plasma o in analoghi fluidi
corporei extracellulari perché altri fattori, quali le proteine, possono svolgere un ruolo.
Questo ¢ uno dei punti deboli del sistema CLSI per alcuni dei patogeni dell'apparato
respiratorio quali A. pleuropneumoniae, venuti alla luce di recente, che rende impossibile
effettuare integrazioni PK/PD affidabili per alcuni antibiotici quali tulatromicina,
tilmicosina e tiamulina, in cui la MIC supera notevolmente la concentrazione del plasma.

c. Pattern di suscettibilita e breakpoint

Quando le MIC di un antibiotico per una data specie batterica sono state stabilite,
vengono in genere indicate MIC 50, MIC 90 e Range. MIC 50 e MIC 90 sono le
concentrazioni di antibiotico che inibiscono rispettivamente il 50% e il 90% delle colture
isolate, mentre il range indica le concentrazioni minima e massima. Tali parametri sono
utili per avere un'idea generica della suscettibilita ad un antibiotico ma devono essere
inquadrate nel contesto relativo alla concentrazione antimicrobica ottenibile nel plasma o
nei contenuti delle viscere, ad esempio, per determinare quali siano i1 breakpoint clinici di
un dato batterio e dell'antibiotico.



Bywater et al (2006) descrive il nuovo concetto di Valore di Soglia (Cut-OfY)
Epidemiologica (ECOV) o breakpoint "selvatico" per popolazioni batteriche non esposte
ad antibiotici e lo confronta con il breakpoint clinico raggiungibile con i farmaci e inoltre
con il breakpoint microbiologico, breakpoint che puo essere diverso e addirittura piu alto
(Fig. 4). Nello studio sono stati usati ciproflaxina ed E. coli come esempio.
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Fig. 4. Nuovi concetti — determinazione dei diversi breakpoint (Bywater et al, 2006)

E presente un primo cluster distinto di isolati, che rappresenta i ceppi selvatici. Il secondo
cluster rappresenta il primo stadio mutante, resistente all'acido nalidissico ma suscettibile
ad elevati livelli di ciprofloxacina e il terzo cluster viene considerato realmente resistente
solo dopo la seconda mutazione.

Per alcuni antibiotici la resistenza si sviluppa in un'unica soluzione (come l'acido
nalidissico) e quindi il pattern di suscettibilita puo indicare come si sviluppa la resistenza
e anche, in modo piu preciso e piu agevolmente rispetto alla MIC50 o MIC90, la
percentuale di isolati che rimane sensibile o ha sviluppato la resistenza.

Le mutazioni nei batteri si verificano spontaneamente alla velocita di 10°- 10'° per
generazione di geni. Drlica (2003) ha descritto il concetto di utilizzo degli antibiotici a
concentrazioni superiori dopo il primo stadio di mutazione, in modo da uccidere sia i
"selvatici" che 1 mutanti di primo stadio, ritenendo il verificarsi di una doppia mutazione
un evento improbabile. I concetti di finestra di selezione dei mutanti e concentrazione di
prevenzione delle mutazioni (MPC) sembrano offrire un approccio efficace alla riduzione
dello sviluppo della resistenza per alcuni antibiotici (Fig. 5).
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Fig. 5. Diagramma della finestra di selezione dei mutanti e della concentrazione di

prevenzione delle mutazioni in rapporto alla MIC

Un esempio di questo fenomeno in veterinaria ¢ I'enroflaxicina usata per le infezioni di E.
coli nei suinetti. Wiuff et al (2002) hanno misurato le concentrazioni di enrofloxacina nel
plasma e nel contenuto delle viscere dopo la somministrazione per via orale ai suinetti al
dosaggio di 2,5 mg/kg di peso corporeo. Quando questo dato viene confrontato con i
pattern di suscettibilita alla MIC dell'E. coli, ¢ possibile rilevare le concentrazioni nel
segmento digiuno che uccidono non solo 1 ceppi selvatici ma anche i mutanti di primo

stadio (Fig. 6).
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Fig. 6. Finestra di selezione dei mutanti nel contenuto del digiuno dopo la
somministrazione orale dell'enrofloxacina usata contro 1'E. coli nei suini

Tanto maggiore la concentrazione ¢ superiore al'MPC tanto minore ¢ la probabilita che
la crescita di un mutante nella popolazione sia eccessiva in quanto lo stesso viene inibito
o distrutto. L'arricchimento in mutanti avviene al di sopra della MIC, vale a dire nella
finestra di selezione dei mutanti, ma non al di sotto della MIC.

La concentrazione di tiamulina nel colon, quando il preparato viene usato ad alti livelli
per la cura della dissenteria suina (Anderson et al, 1994), ¢ in grado di superare anche le
concentrazioni di prima mutazione di brachyspira hyodysenteriae (Fig. 7).
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Fig. 7. Concentrazione di tiamulina nel contenuto del cieco in rapporto al pattern di
suscettibilita della MIC quando il farmaco ¢ utilizzato contro il B. hyodysenteriae.

La capacita della tiamulina di uccidere i batteri suscettibili e i mutanti di primo stadio puo
essere una spiegazione del perché il farmaco abbia mantenuto molta della sua attivita
contro il B. hyodysenteriae nel corso degli ultimi 30 anni.

Qualora non sia possibile mantenere le concentrazioni antimicrobiche al di sopra della
MPC, un altro approccio usato nella medicina non veterinaria ¢ utilizzare combinazioni
di farmaci che agiscono sull'organismo in modi differenti. E da considerarsi improbabile
che l'organismo sotto terapia sviluppi resistenza a due diversi antibiotici allo stesso
momento. L'uso di penicilline e aminoglicosidi € piuttosto comune, si pensi a penicillina
e streptomicina spesso utilizzati in veterinaria, a piperacillina e gentamicina per infezioni
di Pseudomonadi negli umani e, di recente, meropenem e tobramicina (Tam et al, 2005).

d. Approccio terapeutico e rischio di sviluppo del mutante

Tali concetti possono essere utilizzati per confrontare gli approcci terapeutici e il relativo
rischio di sviluppo mutante (Tabella 1).

Tabella 1. Approccio terapeutico e confronto tra i rischi di sviluppo del mutante

Approccio Quantita di batteri | Finestra di selezione | Rischio di mutazione
dei mutanti

Livello di Bassa <10° Nel Media

prevenzione (frequente uso

(basso dosaggio) prolungato)

Metafilassi Bassa <10° In Bassa

(alto dosaggio) Sopra Molto bassa




Trattamento Alta >10° In Alta
(alto dosaggio) Sopra Media
Combinazione Alta >10° In Bassa (doppia
Sopra mutazione)
Molto bassa

e. Incongruenze con I'integrazione PK/PD

In alcuni casi ¢ stato difficile ricorrere all'integrazione PK/PD per valutare l'efficacia di
alcuni farmaci antimicrobici, in particolare quelli per batteri dell'apparato respiratorio.
Quando l'enrofloxacina venne introdotta per la prima volta, la MIC per gli isolati di M.
hyopneumoniae, P. multocida, A. pleuropneumoniae e H. parasuis era <0,025ug/ml
(Hannan et al, 1989). La PK nel Plasma (Scheer, 1987) e l'integrazione con la PD
rientrano nei criteri descritti in precedenza (Fig. 8 & 9) e anche se I'enrofloxacina si
concentra effettivamente nel tessuto polmonare in una certa misura, la concentrazione nel
plasma sembra essere comunque il parametro piu critico per gli aspetti relativi alla PK.
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Fig. 8. Curve di PK nel plasma e nei polmoni per enroflaxicina e integrazione PK/PD per
gli organismi respiratori
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Fig. 9. Rapporto della Cmax dell'Enrofloxacina con la MIC per i patogeni delle vie
respiratorie

La maggioranza dei patogeni delle vie respiratorie puo essere eliminata efficacemente
con un'iniezione di dosaggio 2,5 mg/kg peso corporeo, in quanto la Cmax / 10 ¢ 0,08
pg/ml, ben superiore alla MIC di 0,025 pg/ml.

Con la tulatromicina il quadro che si ottiene ¢ differente. Benchaoui et al, 2004 descrive
la PK della tulatromicina nei suini dopo una iniezione con dosaggio di 2,5 mg/kg. 1
profilo della PK ¢ significativamente differente da quello dell'enrofloxacina per quanto
riguarda la durata delle attivita (giorni) e la relativa concentrazione nel plasma e nel
tessuto polmonare (Fig. 10).
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Fig 10. Curve di PK nel plasma e nei polmoni per tulatromicina e MIC 90 per M.
hyopneumoniae e P. multocida

C'¢ una sostanziale differenza nei MIC 90 di M. hyopneumoniae e P. multocida.
Quando gli altri batteri delle vie respiratorie sono stati esaminati c'erano differenze
ancora piu significative, specialmente per 1'A. pleuropneumoniae (Godinho, 2008;
Godinho et al, 2005), contro cui il farmaco ¢ attivo in vivo (Fig. 11).
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Fig. 11. Confronto tra i MIC per la tulatromicina utilizzata contro diversi patogeni delle
vie respiratorie

Quando i batteri vengono testati con 1 test standard CLSI per gli organismi respiratori, si
ottengono livelli di MIC molto alti. In queste circostanze si ¢ fortemente tentati di
osservare altri parametri PK, come concentrazione nei polmoni e concentrazione dei
macrofagi per tali antibiotici. Tali parametri sono stati descritti per la tilmicosina (Stoker
et al, 1996) e anche per la tiamulina (Burch & Klein, 2008) per spiegare 1'integrazione
PK/PD. Tuttavia, quando vengono utilizzati metodi non-CSLI che incorporino un
quantitativo di siero nel mezzo usato per la cultura molto piu basso, si ottengono
probabilmente MIC maggiormente rappresentative (Fig. 12).
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Fig. 12. Confronto tra MIC della tulatromicina contro A. pleuropneumoniae ¢ P.
multocida se sviluppati nel brodo o in un mezzo contenente siero

La suscettibilita del batteri alla tulatromicina ¢ stata aumentata di 3-5 diluizioni, portando
la MIC degli organismi nell'intervallo di PK del plasma analogo a molti altri antibiotici.

CONCLUSIONI

L'integrazione di PK/PD puo essere molto utile per scegliere le migliori medicine e
impiegarle correttamente per ottenere il migliore programma possibile. E un dato molto
potente per l'interpretazione dei dati perché se i dati non corrispondono, in genere €
perché alcuni aspetti non sono gestiti correttamente, ad es. il metodo MIC ¢ sbagliato, o
la concentrazione del tessuto oggetto ¢ sbagliata probabilmente a causa dell'elevata
legatura delle proteine. Le relazioni PK/PD individuate nel trattamento dei soggetti umani
sono molto utili per le terapie veterinarie, anche se ¢ necessario includere alcuni aspetti
aggiuntivi. La medicina veterinaria spesso usa farmaci piu vecchi come le tetracicline,
che sono principalmente batteriostatiche. Il rapporto della PK con i pattern di resistenza
antimicrobica ¢ inoltre utile per determinare gli effetti della passata esposizione e dello
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sviluppo della resistenza. I nuovi sviluppi sui breakpoint epidemiologici, i pattern di
mutazione e 1 breakpoint clinici sono inoltre utili al medico per migliorare i programmi di
dosaggio e, ove possibile, superare la concentrazione di prevenzione della mutazione,
cosi che le possibilita di selezione dei mutanti e sviluppo della resistenza vengono ridotte.

Nella medicina veterinaria ci sono altri limiti da prendere in considerazione, quali il costo
economico delle medicine, la potenziale tossicita causata dall'aumento delle dosi e la
riduzione della palatabilita nel caso di somministrazione orale, nonché gli effetti
dell'astinenza. Tuttavia, ci sono altre opportunita, concesse dalle tecniche di integrazione
PK/ PD, per migliorare la nostra comprensione del funzionamento degli antibiotici ed
aiutare i veterinari ad usarli in modo prudente e piu efficace per ridurre lo sviluppo della
resistenza sia negli animali che negli uomini.
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