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Abstract 



Introduzione 

La terapia di combinazione antibiotica è una pratica piuttosto comune, in cui viene regolarmente usato il clavato di ampicillina per le cure post-operatorie. Di particolare interesse, invece, è la terapia di combinazione di più antibiotici in sinergia, dove la combinazione di due antibiotici produce un effetto superiore alla somma degli effetti individuali degli stessi. In passato l’utilità di una terapia combinatoria è stata messa in dubbio, poiché c’è il rischio di creare nuovi batteri antibiotico-resistenti, già molto diffusi (3). Le cefalosporine fanno parte di un più grande gruppo di antibiotici, i cosiddetti “beta-lattamici” (13), che attaccano la parete cellulare dei batteri e provocano la morte della cellula per apoptosi (13). Recenti studi hanno mostrato il loro potenziale se usate in sinergia con antibiotici lipoglicopeptidici, glicopeptidici e peptidici. In questo studio verranno esaminate analisi in vitro e in vivo di cefalosporine, in particolare ceftarolina, una cefalosporina di quinta generazione (13), e verrà fatta una valutazione delle recenti ricerche condotte in vitro e in vivo sulla combinazione antibiotica di cefalosporine.












Sommario
Metodo di raccolta e specie dei batteri 

In dieci diversi studi sono stati testati 284 campioni di batteri; nella maggior parte venivano utilizzati ceppi di Staphylococcus aureus con suscettibilità variabili: resistenti alla meticillina (MRSA), con resistenza intermedia alla vancomicina (VISA e h-VISA) e non resistenti alla daptomicina (DNS). Un’eccezione degna di nota è lo studio di Mikhail et al., che si concentra su campioni dei batteri gram-negativi Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (7). Inoltre, Meyer et al. si concentra esclusivamente solo sugli enterococchi, fra cui ceppi resistenti alla vancomicina (VRE) e campioni di Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium (8).

Il metodo di raccolta dei campioni è un altro fattore importante. In alcuni studi, come in Kebriaei et al., venivano utilizzati campioni batterici rilevanti prelevati da casi clinici (1): questi campioni sono di fatto unici, poiché prelevati da pazienti che avevano contratto un’infezione batterica resistente alle cure con antibiotici tradizionali. Di particolare interesse è lo studio di Sakoulas et al., che analizza ventisei diversi casi di pazienti ospedalieri con S. aureus resistente alla vancomicina e testa in vitro alcuni campioni degni di nota (5).
Test di concentrazione minima inibente (MIC) e test “time-kill” (TK)

La maggioranza degli studi presi in considerazione in cui vengono condotte analisi in vitro usando test di concentrazione minima inibente (MIC) e di “time-kill” (TK) segue gli standard del Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI). È in base ad essi che viene eseguita la maggior parte degli esami di suscettibilità antimicrobica (12), ed è sempre in base a questi che si inocula il terreno di coltura Mueller-Hinton con 6x106  CFU/mL del campione batterico. L’unico studio a non seguire questi standard è Sakoulas et al., che inocula il brodo con 6x10 7CFU/mL.
Test in vivo

È fondamentale ricordare l’importanza di testare gli antibiotici su esseri viventi; ciononostante, la maggior parte degli studi ad oggi esistenti sulle combinazioni di antibiotici è condotta in vitro. Due studi condotti in vivo degni di nota sono Meyer et al. e Sakoulas et al.: il primo si concentra perlopiù su test in vivo, usando larve di Galleria mellonella per calcolare il dosaggio letale di inoculo di enterococco, poi sfruttato per studiare gli effetti delle combinazioni di antibiotici (8). Sakoulas et al. agisce in vivo, iniettando un ceppo di MRSA (Sanger 252) in topi CD1 e misurando le lesioni comparse sui fianchi; un fianco viene trattato con una combinazione di antibiotici, mentre l’altro funge da controllo (4).
Sinergia di cefalosporine 

Sebbene non tutti gli studi presi in considerazione si concentrino sulla sinergia di cefalosporine, tutti hanno testato una o più cefalosporine con un lipoglicopeptide, glicopeptide o daptomicina (DAP). Le cefalosporine prese in esame sono elencate qui di seguito, partendo dalla più testata: ceftarolina (CPT), cefazolina (CFZ), cefepima (FEP), ceftriaxone (CRO), cefotaxime (CTX), ceftazidima-avibactam (CZA), e cefmetazolo (CMZ).

































Analisi

Analisi dei test MIC e TK 

Gli studi che seguono gli standard CLSI permettono una più agevole comparazione dei risultati, tuttavia, l’applicazione di questi standard dovrebbe venire monitorata più accuratamente per rilevare eventuali discrepanze. In due esempi di questo tipo, sia negli studi di Kebriaei et al. che di Xhemali et al. viene modificato il test TK, poiché il lipoglicopeptide risulta essersi legato alla superficie in polistirene del contenitore senza circolare correttamente nel brodo (1 e 2).  

Kebrieai et al. ha riscontrato che la potenza degli antibiotici lipofilici nei test MIC in pozzetti deep-well (DWMIC) risulta otto volte superiore rispetto ai test standard MIC di micro-diluizione in brodo (BDM MIC) (1). Xhemali et al., invece, riesce a risolvere il problema del legame indesiderato degli antibiotici semplicemente aumentando la dose di dalbavancina per ogni isolato DNS (4). 

Le discrepanze fra i test MIC e TK sono importanti, perché i test TK riproducono l’attività di un antibiotico in un organismo vivente misurando la crescita della popolazione batterica; inoltre, il test TK si basa sui valori ricavati dalle diluizioni MIC. Gli studi di Kebriaei et al. e Xhemali et al. non sono gli unici ad usare combinazioni di antibiotici lipofilici in test standard BDM MIC. Fra gli altri studi ad usare antibiotici lipofilici (7 e 8), quelli di Smith et al. e Meyer et al. risolvono il problema del legame indesiderato di oritavancina (ORI) aggiungendo “lo 0.002% di polisorbato 80” (7) alla soluzione, procedura che di fatto segue le linee guida CLSI. Tuttavia, anche in Kebrieai et al. viene aggiunto lo 0.002% di polisorbato 80 ai test BDM MIC, ma si riscontrano comunque risultati discordanti dei test TK a seconda del modo in cui vengono effettuati, se su valori BDM MIC o DWMIC (1).

A causa di queste potenziali discrepanze nei test MIC si dovrebbero condurre ulteriori studi sulla relazione esistente fra la superficie delle piastre per microtitolazione e la lipofilicità dell’antibiotico analizzato. In Kebrieai et al. si sottolinea che “this phenomenon should not be underestimated in clinical settings while using IV bags, plastic tubes, etc. for various dosing regimens of LGP” (questo fenomeno non dovrebbe essere sottovalutato in contesti clinici, come l’uso di sacche per le flebo, tubi in plastica, ecc. per somministrare vari regimi posologici di LGP) (1).

Test in vivo

I test condotti in vivo sono essenziali per testare le combinazioni di antibiotici, poiché la maggiore efficacia in brodo di cultura non sempre garantisce la buona riuscita del trattamento sui pazienti. In Sakoulas et al. si dimostra che l’MRSA SA1 coltivato in 1mg/L di soluzione di ceftarolina produce minori lesioni sui topi infettati (5). Questo test, tuttavia, è stato eseguito con un solo ceppo batterico (5) e serviva principalmente per testare l'effetto di potenziamento dei neutrofili della ceftarolina. I test condotti da Meyer et al. si concentrano maggiormente sulle analisi in vivo e hanno riscontrato che nessuna delle combinazioni testate, in particolare cefrtiaxone (CRO), causavano una significativa differenza del tempo di sopravvivenza nella G. melonella rispetto all’utilizzo di ORT non in combinazione (8).

Analisi della sinergia di cefalosporine

Delle cefalosporine analizzate, la CPT risulta avere il maggior potenziale in sinergia, specialmente in coppia con DAP (7-9). La ceftarolina è una cefalosporina di quinta generazione e questo potrebbe spiegare la sua superiorità in sinergia fra tutte le cefalosporine analizzate: la CPT in vitro, infatti, risulta sempre uno dei più efficaci rimedi per abbassare il MIC di oritavancina e daptomicina (7-9). Combinata con oritavancina, la CPT mostra una sinergia maggiore rispetto a combinazioni di nafcillina (NAF) e CFZ (7). Uno studio particolarmente interessante è quello di Sakoulas et al., in cui si analizzano ventisei diversi casi di S. aureus resistente alla vancomicna in pazienti ospedalieri e alcuni campioni rilevanti vengono testati in vitro (5). In questo studio i trattamenti inconcludenti comprendono sia monoterapie che terapie in combinazione usando vancomicina, beta-lattamici della famiglia della penicillina, che monoterapie/terapie combinatorie di daptomicina (5).


Tabella di analisi del Time-Kill 

	Combinazione
	Studio 
	Risultato (percentuale del ceppo) 


	Antibiotico
	Cefalosporina
	
	

	DAL
	FEP

	Kebriaei et al. (1)
	Sinergistico (100%)

	
	CFZ
	Kebriaei et al. (1)
	Sinergistico (100%)

	
	CPT
	Kebriaei et al. (1)
	Sinergistico (100%)

	
	
	Xhemali et al. (2)
	Sinergistico (98%)

	DAP
	CFT
	*Sakoulas et al. (5)
	Sinergistico (Non disponibile)


	
	
	Smith et al. (6)
	Sinergistico (100%)

	
	CFZ
	Smith et al. (6)
	Non-sinergistico (0%)

	
	
	Lai et al. (9)
	Sinergistico h-VISA (78%)
Sinergistico VISA (100%)

	
	CMZ
	Lai et al. (9)
	Sinergistico h-VISA (78%)
Sinergistico VISA (100%)


	
	CPM
	Lai et al. (9)
	Sinergistico h-VISA (66.67%)
Sinergistico VISA (100%)

	
	
	

	
	CRO
	Smith et al. (6)
	Sinergistico (100%)

	
	CTX
	Lai et al. (9)
	Sinergistico h-VISA (66.67%)
Sinergistico VISA (100%)

	
	FEP
	Smith et al. (6)
	Sinergistico (100%)

	VAN
	FEP

	Kebriaei et al. (1)
	Sinergistico (80%)

	
	
	Tran et al. (10)
	Sinergistico 100%, VSSA, h-VISA, VISA

	
	CFZ
	**Kebriaei et al. (1)
	Non disponibile

	
	
	Tran et al. (10)
	Sinergistico 100%, VSSA, h-VISA, VISA

	
	CPT
	**Kebriaei et al. (1)
	Non disponibile

	
	
	Tran et al. (10)
	Sinergistico 100%, VSSA, h-VISA, VISA

	ORT
	FEP

	Smith et al. (7)
	Sinergistico DNS MRSA, VISA, MRSA, E. faecium
Non- sinergistico per E. faecalis

	
	CFZ
	Smith et al. (7)
	Sinergistico DNS MRSA, VISA, MRSA, E. faecium
Non sinergistico per E. faecalis

	
	CPT
	Smith et al. (7)
	Sinergistico DNS MRSA, VISA, MRSA, E. faecium
Non-sinergistico per E. faecalis

	
	CRO
	Meyer et al. (8)
	Non significativamente diverso da altre mono-terapie con ORT 


Valutazione della sinergia delle cefalosporine con dalbavancina, daptomicina, vancomicina e oritavancina. 
* I test in vitro di Sakoulas et al. per la sinergia sono stati condotti per un ceppo di MRSA.
**I risultati della sinergia mostrati in Kebriaei et al. riassumono soltanto la sinergia dei beta-lattamici in generale, dunque in casi di sinergia inferiore al 100% l’antibiotico specifico non sinergistico non è noto. 







	CZA
	AMK
	Mikhail et al. (4)
	Sinergistico (100%)

	
	AZT
	Mikhail et al. (4)
	Sinergistico (100%)

	
	COL
	Mikhail et al. (4)
	Sinergia inconcludente (50%)

	
	MEM
	Mikhail et al. (4)
	Sinergia inconcludente (50%)

	
	FOS
	Mikhail et al. (4)
	Sinergistico (75%)



Valutazione della sinergia del ceftazidime-avibactam con meropenem, colistina, amikacina, and aztreonam.



	








Interazioni con lipoglicopeptidi
I lipoglicopeptidi analizzati sono DAL e ORT, entrambi trattamenti lipofilici, dunque con alcune interferenze di risultati nei test DWMIC and BDM MIC a seconda della superficie del contenitore (1, 2). Le conclusioni in Kebriaei et al and Smith et al. provano che le cefalosporine, e in particolare CPT, lavorano bene in sinergia con ORT per combattere MRSA, DNS MRSA, VISA, and h-VISA. In Meyer et al., invece, non vengono riscontrate alcune differenze fra una terapia con solo ORT e una terapia di DAL+CRO in combinazione su campioni in vivo. Sono necessarie ulteriori indagini per indagare il comportamento di CPT in vivo.

Interazioni con glicopeptidi (vancomicina) 
Le combinazioni di vancomicina-cefalosporina sono risultate relativamente efficaci contro VSSA, h-VISA e VISA (10). La ceftarolina è risultata ancora una volta la più efficace in sinergia contro VISA, ma ha performance simili a CTZ e FEP contro h-VISA (10). In Tran et al. si conclude che la potenziale causa di sinergia tra cefalosporine e antibiotici glicopeptidici potrebbe essere causata dal cosiddetto “see-saw effect” (10).

Interazioni con peptidi (daptomicina) 
Nei vari studi presi in considerazione la daptomicina è la più studiata, con analisi condotte sia in vitro che in vivo oltre all’analisi di un caso clinico (2,5,6,8,9). L’efficacia della daptomicina e delle cefalosporine ha effetti variabili sul genere di enterococco e stafilococco a seconda della loro suscettibilità. Tuttavia, anche la ceftarolina è promettente, poiché analisi cliniche e in vitro ne hanno mostrato la capacità come sinergizzante; anche il “see-saw effect” sembrerebbe avere un ruolo in questa combinazione (9), ma sono comunque necessarie maggiori analisi su campioni in vivo (2,5, 6, 8, 9).


















Guida dei farmaci/medicinali: 

	Nome
	Classe
	Studi di riferimento

	Ampicillina (AMP)
	Beta-lattamico
	Smith 6

	Amikacina (AMK)
	Amminoglicoside
	Mikhail 4

	Aztreonam (AZT)
	β-lattamico monociclico
	Mikhail 4

	Cefepima (FEP)
	Cefalosporina di IV generazione 
	Kebriaei 1 Xhemali 2 Tran 10 Lai 9 Smith 6

	Ceftarolina (CPT)
	Cefalosporina di V generazione 
	Kebriaei 1 Xhemali 2 Sakoulas 5 Tran 10 Smith 7 Smith 6

	Ceftazidime-avibactam (CZA)
	Cefalosporina di III generazione associata a inibitore β-lattamasi non-β-lattamico 
	Mikhail 4

	Cefazolina (CFZ)
	Cefalosporina di I generazione
	Kebriaei 1 Xhemali 2 Tran 10 Lai 9 Smith 7 Smith 6

	Cefmetazole (CMZ)
	Cefalosporina di II generazione
	Lai 9

	Ceftriaxone (CRO)
	Cefalosporina di III generazione
	Meyer 8 Smith 6

	Cefotaxime (CTX)
	Cefalosporina di III generazione
	Lai 9 Smith 6

	Colistina (COL)
	Polimixina
	Mikhail 4

	Dalbavancina (DAL)
	Lipoglicopeptide
	Kebriaei 1, Xhemali 2

	Daptomicina (DAP)
	Lipopeptide
	Sakoulas 5 Meyer 8 Smith 6 Lai

	Ertapenem (ERT)
	Carbapeneme 
	Xhemali 2 Smith 6

	Fosfomicina (FOS)
	Classe sconosciuta (unica)
	Mikhail 4

	Gentamicina
	Aminoglicoside
	Meyer 8 

	Linezolid
	Ossazolidinone
	Meyer 8 

	Meropenem (MEM)
	Carbapeneme ad ampio spettro 
	Mikhail 4

	Nafcillina (NAF)
	Beta-lattamico
	Tran 10 Smith 7 

	Oritavancina (ORI)
	Lipoglicopeptide
	Kebriaei 1 Meyer 8 Smith 7 

	Oxacillina (OXA)
	Beta-lattamici 
	Kebriaei 1 Xhemali 2

	Teicoplanina (TEC)
	Glicopeptide 
	Kebriaei 1

	Telavancina (TLV)
	 Lipoglicopetide
	Kebriaei 1

	Rifampina
	Rifamicina
	Meyer 8 

	Sulbactam (SUL)
	Inibitore beta-lattamico 
	Lai 9

	Vancomycina (VAN)
	Glicopeptide
	Kebriaei 1 Tran 10 Lai 9





Conclusione 



Per concludere, le cefalosporine hanno buon potenziale per essere efficaci se usate in sinergia contro una gamma di ceppi batterici e attualmente si stanno conducendo svariati esperimenti in vitro a riguardo. Rimane sempre necessario fare maggiori ricerche su campioni in vivo prima di procedere con i trial clinici: infatti, permane il rischio di creare batteri ancora più resistenti qualora la terapia di combinazione fallisse.  Le procedure usate per svolgere i test TK e MIC dovrebbero essere riviste per permettere di incrociare con maggiore facilità i dati dei risultati. Per la daptomicina sono presenti esaurienti ricerche sia in vitro che in vivo, ma sono necessarie ricerche in vivo più strutturate per testare questa combinazione al meglio. Infine, il meccanismo biochimico di queste combinazioni di antibiotici dovrebbe essere ulteriormente esplorato, come fatto in He et al., come dovrebbe essere esplorato anche ciò che avviene al livello intracellulare quando questi patogeni sviluppano una resistenza. Più cose sapremo sull’antibiotico-resistenza, meglio potremo affrontare il futuro.
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