
Farmaci antibatterici e 
resistenza batterica ai 

chemioterapici



Antibiotici: sostanze chimiche ricavate
(prodotte) da organismi viventi (batteri o funghi)
che interferiscono con la vita dei microrganismi
(competizione vitale).

Chemioterapici: farmaci antibatterici prodotti
per sintesi

Farmaco batteriostatico:ferma la moltiplicazione
batterica, permettendo alle difese dell’ospite di
reagire, ma non uccide le cellule

Farmaco battericida: (uccide i microrganismi).

I farmaci antibatterici



I grafici mostrano le curve di
crescita di un batterio trattato con
due farmaci

Nel grafico che mostra l’attività del
batteriostatico la crescita riprende
quando il farmaco viene allontanato.

Nel grafico che mostra l’attività del
battericida si osserva la morte
batterica in funzione del tempo

Farmaci batteriostatici e battericidi



La storia degli antibiotici comincia nel 1928, quando Fleming per caso constatò che

una colonia della muffa Penicillium notatum aveva inibito intorno a sé la crescita

dello stafilococco.

La scoperta della penicillina

L’ipotesi che l’inibizione potesse essere attribuita alla presenza di una sostanza

prodotta dalla muffa e diffusasi nel terreno della piastra si dimostrò esatta

quando dal Penicillium, isolato e coltivato, furono preparati dei filtrati che

avevano azione antibatterica.

A questo principio attivo Fleming diede il nome di penicillina.



Tutti i farmaci antibatterici
agiscono inibendo una determinata
via metabolica, per cui sono attivi
solo nei confronti di batteri
attivamente metabolizzanti



Principi basilari

Selettività: sfrutta le differenze di 
struttura e/o metaboliche tra patogeno ed 
ospite

Raggiungimento di concentrazioni efficaci 
nella sede di infezione

Capacità di raggiungere e colpire il bersaglio, 
evitando inattivazione ed estrusione





Bersagli degli antibiotici



SPETTRO D’AZIONE DEGLI ANTIBIOTICI



Antibiotici che agiscono sulla sintesi della 
parete cellulare

Poiché il peptidoglicano della parete cellulare batterica 
non è presente nelle cellule umane rappresenta un 
bersaglio ideale per l’antibiotico terapia.

La sintesi del peptidoglicano può essere suddivisa 
in 3 tappe:

1. Sintesi dei precursori nel citoplasma

2. Trasporto dei precursori attraverso la   
membrana citoplasmatica

3. Inserimento dei precursori nella parete cellulare



Rosso: inibitori
prima tappa

Verde: inibitori 
seconda tappa

Blu: inibitori 
terza tappa



La D-cicloserina è un analogo
strutturale della D-alanina. Essa
inibisce in maniera competitiva due
enzimi coinvolti nella formazione
del dipeptide D-alanil-D-alanina: la
racemasi che converte la L-alanina
nel suo stereoisomero D, e la
sintetasi che catalizza la
formazione del legame peptidico
tra le due molecole D-alanina

Antibiotici attivi sulla prima tappa del 
metabolismo del peptidoglicano

La fosfomicina è un analogo strutturale del
fosfoenolpiruvato.
Impedisce la sintesi dell’acido N-acetil-
muramico, legandosi covalentemente al sito
attivo dell’enzima fosfoenolpiruvato-
trasferasi. (si comporta da inibitore
irreversibile)

La prima tappa avviene nel citoplasma, dove vengono sintetizzate le unità
fondamentali della struttura portante del peptidoglicano NAG e NAM
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Cycloserine 

Chemical structure of cycloserine and its analogue, D-alanine

La cicloserina è una molecola ciclica.
La stabile struttura dell’anello favorisce il legame alla racemasi e
alla sintetasi, preferenzialmente rispetto ai substrati
naturali.Ciò risulta in una inibizione competitiva di questi enzimi.
La cicloserina è neurotossica e non viene usata clinicamente,
eccetto per il trattamento delle infezioni da Mycobacterium
tuberculosis resistenti agli altri farmaci.



Fosfomycin 

Chemical structure of fosfomycin

La reazione di condensazione tra UDP-N-acetyl
glucosamine e phosphoenol pyruvate (che converte
UDP-NAG in UDP-NAM) negli stadi iniziali della
sintesi del peptidoglicano rappresenta il target
d’azione della fosfomicina.
La rapida insorgenza di resistenza la rendono
praticamente inutile in clinica.



La bacitracina inibisce la defosforilazione
del trasportatore lipidico
(undecaprenilfosfato); legandosi in presenza
di cationi bivalenti, in particolare Zn2+, al
bactoprenolo-pirofosfato, blocca la
rigenerazione del bactoprenolo-monofosfato

Antibiotici attivi sulla seconda tappa del 
metabolismo del peptidoglicano

La seconda tappa della sintesi del peptidoglicano avviene sulla
superficie interna della membrana citoplasmatica dove l’ N-
acetilmuramilpeptide viene legato da un trasportatore lipidico che
trasloca la subunità completa all’esterno della membrana citoplasmatica

La bacitracina è un polipeptide ciclico
tossico per l’uso clinico umano. Viene
usato per trattamenti topici e come
additivo alimentare per ruminanti al fine
di ridurre la produzione di metano nel
rumine.



Bacitracin

È usata nella diagnostica di laboratorio per distinguere lo
Streptococcus pyogenes bactracina-sensibile dagli altri
streptococci b-emolitici.

Questo antibiotico può anche alterare la permeabilità della
membrana citoplasmatica, interferendo con la sintesi degli
steroli.



La vancomicina si lega all’estremità D-alanina-D-alanina del
pentapeptide legato al NAM ed impedisce l’azione della
transpeptidasi sequestrandone il substrato.

Antibiotici attivi sulla terza tappa del 
metabolismo del peptidoglicano

La terza tappa avviene nel contesto del peptidoglicano e nello spazio
periplasmico (Gram-), dove l’unità basale, liberata dal legame del
trasportatore lipidico, si unisce all’ estremità in accrescimento di una
catena di peptidoglicano. Molti antibiotici agiscono su questa tappa.



Vancomycin 

La vancomicina, un antibiotico glicopeptidico prodotto da
Streptomyces orientalis
(Streptomyces is the largest producing antibiotic genus, producing over 50 different antibiotics. They also

produce antibacterials, antifungals, and a variety of other bioactive compounds such as

immunosuppressants. One species of Streptomyces that produces an antibiotic is Streptomyces orientalis, now

known as Amycolatopsis orientalis due to resent changes in the bacterial nomenclature. Streptomyces is mainly

found in soil and decaying vegetation).

E’ principalmente attiva contro i Gram+ ed utilizzata per il
trattamento delle infezioni severe da stafilococchi, resistenti alla
meticillina o altri b-lattamici (MRSA).

Viene anche usata per il trattamento della colite psedomembranosa
causata da Clostridium difficile



Antibiotici attivi sulla terza tappa del 
metabolismo del peptidoglicano

La terza tappa della sintesi del peptidoglicano si basa su reazioni
di transglicosilazione etranspeptidazione, reazioni enzimatiche
che legano le molecole nascenti di peptidoglicano ad una estremità
libera della preesistente matrice del peptidoglicano in
accrescimento.
Nella parete cellulare ci sono diversi enzimi (numero variabile a
seconda della specie) che riconoscono le subunità nascenti del
peptidoglicano mediante la loro estremità D-alanina-D-alanina.

Gli antibiotici b-lattamici sono analoghi strutturali del
dipeptide D-alanina-D-alanina.
Gli antibiotici b-lattamici saturano i siti di legame di
questi enzimi. Gli enzimi cui si legano i b-lattamici sono
conosciuti come penicillin-binding proteins (PBP)





Le b-lattamine: inibiscono le penicillin binding
proteins coinvolte nella transpeptidazione.



Gli antibiotici b-lattamici sono accomunati dalla presenza di un
anello tetratomico azetidinico, b-lattamico.
A differente struttura molecolare corrisponde un diverso
antibiotico b-lattamico:

Penicilline
Cefalosporine
Carbapenemici
Clavulanici
Monobattamici

Gli antibiotici b-lattamici



Antibiotici b-lattamici

http://www.bio.cmu.edu/Courses/03441/TermPapers/97TermPapers/drug-resistance/refs.html#6
http://www.bio.cmu.edu/Courses/03441/TermPapers/97TermPapers/drug-resistance/refs.html#6






Penicillium notatum:

le colonie fungine (a sn) e i conidiofori che portano  all’apice i conidi ( a dx)

The cephalosporins, a class of β-lactam antibiotics, 

were originally derived from Acremonium (which 

was previously known as "Cephalosporium").

Acremonium is a genus of Fungi in 

the Hypocreaceae family; it was 

previously known as "Cephalosporium".

FUNGHI PRODUTTORI DI ANTIBIOTICI b-LATTAMICI

http://en.wikipedia.org/wiki/Cephalosporins
http://en.wikipedia.org/wiki/%CE%92-lactam
http://en.wikipedia.org/wiki/Genus
http://en.wikipedia.org/wiki/Fungi
http://en.wikipedia.org/wiki/Hypocreaceae


Le b -lattamasi sono enzimi ampiamente distribuiti, sia tra i batteri
Gram positivi che Gram negativi, che hanno la capacità di inattivare
le penicilline e le cefalosporine aprendo l’anello b-lattamico.
Si distinguono 4 classi di b-lattamasi.

Tutte le b –lattamasi sono sensibili a piccole molecole chiamate
inibitori suicidi (inibitori enzimatici irreversibili) come :
•l’acido clvulanico
•il sulbactam

b-Lactamases



Modello strutturale delle b-lattamasi, l’esame cristallografico suggerisce un

ruolo importante del residuo 244.

L’arginina che occupa questo sito sembra essere critica:

• per il legame agli antibiotici

e

•per la capacità degli inibitori suicidi di inattivare l’enzima.

b-Lactamases

http://www.bio.cmu.edu/Courses/03441/TermPapers/97TermPapers/drug-resistance/refs.html#6
http://www.bio.cmu.edu/Courses/03441/TermPapers/97TermPapers/drug-resistance/refs.html#6


Antibiotici che agiscono sulla membrana citoplasmatica

Gli antibiotici che interferiscono con le funzioni della membrana
citoplasmatica comprendono:
i polipeptidici, gramicidine e polimixine.

Le gramicidine sono antibiotici peptidici che hanno
trovato scarsa applicazione in medicina data la loro
tossicità ma rappresentano utili mezzi per lo studio delle
funzioni della membrana.
Le polimixine sono molecole costituite da un peptide
ciclico, legato a un polipeptide lineare che termina con
una molecola di acido grasso. La presenza nella molecola
di una porzione idrofila e una idrofoba consente a questi
antibiotici di inserirsi tra lo strato proteico e quello
lipidico alterando la permeabilità della membrana. Essi
trovano impiego contro severe infezioni da Pseudomonas e
altri batteri Gram-.



Chemical structure of a polymixin
(for polymixin B, the fatty acid is 6-methyloctanoic acid)

Chemical structure of gramicidin



La polimixina B e la polimixina E (o colistina), sono agenti
tensioattivi cationici, agiscono rimpiazzando
competitivamente gli ioni Mg2+ e Ca2+ dei gruppi fosfato
carichi negativamente delle membrane lipidiche. Il
risultato è la distruzione delle membrane.





Quinolones

I chinoloni sono una classe di composti antibatterici sintetici
che interagiscono con la DNA girasi batterica, o topoisomerasi
inibendone la sua attività, cioè quella di superavvolgere il DNA.
L’acido nalidixico, prototipo dei chinoloni, interferisce con la
subunità A della girasi impedendo all’enzima di rompere e
risaldare i filamenti del DNA con perdita della funzione
responsabile del superavvolgimento e del rilassamento della
doppia elica.

I derivati fluorochinolonici dell’acido nalidixico, come
ciprofloxacina e norfloxacina, sono usati nel trattamento delle
infezioni delle vie urinarie umane.
La ciprofloxacina è anche il farmaco d’elezione nel
trattamento delle infezioni da Bacillus anthracis resistenti alla
penicillina.
Essi sono anche ampiamente usati nei grandi allevamenti di
bovini e polli per la prevenzione delle malattie respiratorie.



NOVOBIOCINA

La novobiocina, prodotta dagli streptomiceti
(Streptomyces niveus o spheroides), inibisce l’attacco
dell’ATP alla subunità B della girasi, impedendo il
superavvolgimento ma non il rilassamento del DNA.
Attiva contro Gram + (stafilo e streptococchi)



Which antibacterial agents are inhibitors of RNA metabolism?

Tra gli antibiotici che inibiscono la sintesi dell’RNA
ricordiamo:
la rifampicina, è un antibiotico battericida del gruppo

delle rifamicine. È un composto semisintetico derivato

dalla Amycolaptosis rifamycinica (streptomicete).

usata per il trattamento della tubercolosi e la profilassi
della meningite meningococcica, che agisce attaccando la
subunita b dell’RNA polimerasi inibendo la trascrizione

https://it.wikipedia.org/wiki/Antibiotico
https://it.wikipedia.org/wiki/Batterio
https://it.wikipedia.org/wiki/Rifamicina-B_ossidasi


Which antibacterial agents are inhibitors of RNA metabolism?

L’actinomicina D (antibiotico polipeptidico)
E' composta di due parti, unanello piatto che somiglia alle basi azotate del DNA, e due peptidi ciclici formati di

amminoacidi insoliti. L'anello piatto si intercala tra le basi azotate del DNA nella doppia elica e i peptidi ciclici si

inseriscono perfettamente nella scanalatura minore del DNA.

prodotta batteri del genere Streptomyces, si lega selettivamente alla
doppia elica del DNA interferendo con l’azione di enzimi coinvolti in processi
di trascrizione, bloccando l’allungamento dell’RNA nascente.

L'actinomicina è stato il primo antibiotico 

naturale scoperto che possedeva anche 

proprietà anticancro. E' stata isolata dal 

batterio Streptomyces antibioticus nel 1940. 

Sfortunatamente era troppo tossica per 

essere usata per colpire la cellule cancerose. 

In seguito sono state sviluppate delle 

varianti della molecola che sono ancora 

oggi molto usate nelle terapie antitumorali.



Sulfanilamide

Trimethoprim



Sulphonamides and trimethoprim

Gli analoghi dei fattori di crescita sono composti sintetici
strutturalmente simili ai fattori di crescita ma sufficientemente
diversi da non poter essere utilizzati dalla cellula.

I sulfamidici sono stati i primi analoghi dei fattori di crescita usati
per inibire la crescita dei batteri. Il sulfamidico più semplice è la
sulfanilamide, che agisce come analogo dell’acido p-aminobenzoico,
che, a sua volta, è parte della vitamina acido folico. La sulfanilamide
compete con l’acido p-aminobenzoico legandosi al sito attivo dell’enzima
diidropteroatosintetasi (DHPS) bloccando la sintesi dell’acido folico,
precursore degli acidi nucleici.
E’ attiva contro i batteri che sono in grado di sintetizzare acido folico,
ma non contro gli organismi superiori, che devono procurarselo con la
dieta.

Trimetoprim è analogo dell’acido diidrofolico. Esso esercita la sua
azione inibente legandosi all’enzima diidrofolato riduttasi (DHFR),
catalizzante la reazione che trasforma il diidrofolato in
tetraidrofolato, cofattore richiesto per la sintesi delle purine, della
timina, e di alcuni aminoacidi.





Which antibacterial agents are inhibitors of protein synthesis?

Aminoglycosides 

Gli aminoglicosidi (streptomicina, gentamicina,
tobramicina, kanamicina, etc.) agiscono,
essenzialmente, legandosi alla subunità ribosomale
30S prevenendo la formazione del complesso d’inizio
per la sintesi proteica.

Questa classe di antibiotici è oggi poco utilizzata,
sia perché causa di numerosi effetti collaterali che
per la frequente comparsa di resistenza batterica.



Streptomicina

Antibiotico battericida, il primo ad essere scoperto della famiglia 

degli amminoglicosidi.

Prodotto dagli attinomiceti. 

Questo farmaco non può essere somministrato oralmente, ma 

tramite regolari iniezioni intramuscolari.

Tra gli effetti collaterali vi è l'ototossicità.

http://it.wikipedia.org/wiki/Antibiotico
http://it.wikipedia.org/wiki/Batterio
http://it.wikipedia.org/wiki/Amminoglicosidi
http://it.wikipedia.org/wiki/Ototossicit%C3%A0


Attinomiceti: produttori di antibiotici

Colonies of a Streptomyces sp. grown on Bennett's agar plates 

at 28-30 °C for 2 weeks. Image provided by Benjamin Lanoot, 

Laboratorium voor Microbiologie, Universiteit Gent, 

Belgium. See the article by Lanoot et al. in this issue, 

pp. 729–731.

You can see one of his agar plates here 

with five different species of 

Streptomycetes. All of these bacteria 

normally live in the soil and make 

antibiotics. Some, like Streptomyces 

azureus, also make colorful pigments as 

you can see on this plate. They’re lovely 

bacteria.

Streptomyces spp. on various cultivation media. Production of different pigments and formation of 

aerial mycelia. Colonies after approximately 15 days of cultivation in aerobic atmosphere, 28°C.

http://ijs.sgmjournals.org/lookup/volpage/55/729?iss=2


Streptomycetes are characterised by a complex secondary metabolism. They produce over two-

thirds of the clinically useful antibiotics of natural origin. The now uncommonly-

used streptomycin (the first antibiotic effective against tuberculosis; S.A.Waksman,1952, The 

Nobel Prize in Physiology/Medicine) takes its name directly from Streptomyces.

Cefoxitin S. lactamdurans Neomycin S. fradiae

Chloramphenicol S. venezuelae Puromycin S. alboniger

Daptomycin S. roseosporus Rifamycin S. mediterranei

Fosfomycin S. fradiae Tetracycline S. rimosus

Lincomycin S. lincolnensis Vancomycin S. orientalis

Members of the Streptomyces genus are the source for innumerable other antibacterial pharmaceutical agents;

among the most important of these are:

Streptomiceti: produttori di antibiotici



Tetracyclines 

La subunità ribosomale 30S è bersaglio d’azione anche delle
tetracicline che bloccano la sintesi proteica inibendo il legame
dell’aminoacil-tRNA alla subunità.
Le tetracicline sono antibiotici ad ampio spettro, largamente
utilizzati in campo medico ed in alcuni paesi sono anche
impiegati come integratori alimentari negli allevamenti animali.
A causa dell’ampio uso non medico degli antibiotici si è
sviluppata una diffusa resistenza a questi farmaci, tanto che
questo tipo di applicazione viene oggi vivamente scoraggiato.



Tetracicline naturali e di sintesi

AUREOMICINA

TETRACICLINA

CLORTETRACICLINA:

naturali

metaciclina,

doxiciclina,

minociclina,

rolitetraciclina

limeciclina :

derivati semisintetici

Streptomyces aureofaciens is 

a species of Streptomyces.

It is the source of 

many tetracycline antibiotics.

http://en.wikipedia.org/wiki/Streptomyces
http://en.wikipedia.org/wiki/Tetracycline_antibiotics


Tigecycline is a new tetracycline that is active against
meticillin-resistant Staphylococcus aureus.



Chloramphenicol

Il cloramfenicolo inibisce la sintesi proteica legandosi alla subunità
50S in una regione del sito A comprendente l’RNA 23S, inibendo
l’azione della peptidil transferasi.

Sono sensibili all’azione del cloramfenicolo i ribosomi mitocondriali 70S, ciò
determina l’inibizione da parte dell’antibiotico, di cellule eucariotiche in rapida
crescita e con elevata attività mitocondriale, quali le cellule staminali del midollo
osseo.

Svolge attività battericida nei confronti di H. influenzae e N. meningitidis. Attività batteriostatica

su batteri Gram positivi (molti ceppi di pneumococco sono oggi resistenti) e soprattutto su batteri

Gram negativi e batteri intracellulari e anaerobi.



Macrolides

I macrolidi (eritromicina, roxitromicina, claritromicina,
spiramicina, etc.) inibiscono la sintesi proteica legandosi alla
subunità ribosomale 50S.

L’eritromicina è generalmente usata in clinica nei pazienti
allergici ai b-lattamici ed è risultata particolarmente preziosa
nel trattamento delle infezioni da Legionella pneumophila ed
Haemophilus influenzae

eritromicina

struttura lattonica (i lattoni sono esteri 

ciclici) e macrociclica



Fusidic acid

L’ acido fusidico è un antibioico steroideo
usato per il trattamento delle infezioni da
Gram-positivi. (Stafilocoocus aureus
meticillina resistente)
E’ un farmaco batteriostatico che lega il
fattore di elongazione G (EF-G) inibendo il
suo rilascio dal complesso EF-G/GDP .
Agisce prevenendo la traslocazione del
peptidyl tRNA. all’interno del ribosoma,
impedendo la polimerizzazione terminale
degli aa.
Per la frequente comparsa di resistenza
viene dato spesso in associazione con altri

antibiotici.



Mupirocina

Inibisce la sintesi proteica tramite il blocco 

dell'enzima Isoleucil-tRNA-Sintetasi.

È un derivato dell'acido pseudomonico

(estratto da Pseudomonas flavescens) 

Spettro attivo versus Gram positivi ed in particolare:MRSA

http://it.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Isoleucil-tRNA-Sintetasi&action=edit&redlink=1
http://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Pseudomonas_flavescens&action=edit&redlink=1


E’ la capacità dei batteri di essere o divenire
resistenti nei confronti degli antibiotici.

•Maggiore problema dell’antibioticoterapia

•Problema di grande attualità e di profondo impatto 
pratico

•Condiziona la scelta, l’impiego ed il futuro della 
chemioterapia

ANTIBIOTICO RESISTENZA



IL PROBLEMA SI FA SEMPRE PIÙ ALLARMANTE

6. World Health Organization (WHO). (2014). Antimicrobial resistance: global report on surveillance. Geneva, Switzerland.
7. O'Neill J. (chair). (2014). Antimicrobial resistance: tackling a crisis for the health and wealth of nations. Review on Antimicrobial Resistance. London, UK.

Numero di vittime attribuibili alla AMR ogni anno entro il 2050 7

Da una proiezione annunciata in una recente review anglosassone il numero di 

vittime a livello mondiale legate alla resistenza antimicrobica, stimato entro il 

2050, potrebbe essere pari a 10 milioni l’anno, se il trend non verrà invertito







RESISTENZA CROMOSOMALE

Ø Costituisce solo il 10-15% di tutte le resistenze acquisite (bassa frequenza di 
insorgenza)

Ø Si realizza tramite un’alterazione mutazionale spontanea dell’informazione 
genetica cromosomica

Ø L’antibiotico esercita un’azione selettiva (seleziona i mutanti resistenti, 
inibendo le cellule sensibili)

Ø Gli stessi mutanti possono essere resistenti anche ad altri antibiotici con 
caratteristiche simili (resistenza crociata o cross-resistenza)

Ø Si trasmette verticalmente tramite la discendenza (da cellula madre a cellula 
figlia)

Può essere:

Ø multi-step sono necessarie più mutazioni perché possa instaurarsi (es. beta-
lattamine, macrolidi, cloramfenicolo)

Ø one-step è sufficiente una sola mutazione per determinare la comparsa di ceppi 
totalmente resistenti (es. rifampicine, chinoloni)



RESISTENZA EXTRACROMOSOMALE

Ø Costituisce il 90% di tutte le resistenze (alta frequenza di

insorgenza)

Ø Si origina per acquisizione di nuova informazione genetica 
che deriva da altri microrganismi e che penetra nella cellula

mediante i meccanismi di coniugazione, trasformazione e

trasduzione

Ø Riguarda più antibiotici contemporaneamente (resistenza

multipla)

Ø E’ a trasmissione orizzontale (tramite lo scambio genetico)

Ø Può essere trasferita anche a microrganismi appartenente 
a specie differenti (resistenza contagiosa)

Ø E’ dovuta a geni presenti su fagi,  plasmidi o trasposoni 
(elementi genici mobili)



4. Chellat M.F., Raguž L., Riedl R. (2016). Targeting Antibiotic Resistance. Angew Chem Int Ed Engl.



5. Chambless J.D., Hunt S.M., Stewart P.S. (2006) A Three-Dimensional Computer Model of Four Hypothetical Mechanisms Protecting 

Biofilms from Antimicrobials. Appl Environ Microbiol

MECCANISMI DI AMR LEGATI A BIOFILM BATTERICI

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=1393201_zam0030665140001.jpg
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=1393201_zam0030665140001.jpg










Negli enterococchi VRE la
resistenza è codificata da un
trasposone che contiene un
complesso di geni che
trasformano l’ultima alanina della
catena peptidica in lattato
impedendo il legame
dell’antibiotico.

Vancomycin resistance is most 

commonly found in Enterococcus 

faecium and is encoded by the vanA

gene cluster carried on the mobile 

genetic element Tn1546



Modificazione del bersaglio



Modificazione del bersaglio



Frequenza relativa delle specie o gruppi batterici riscontrati in campioni 

clinici di “inpatient” ed “outpatient”

Styers et al., (2006) Annals of Clinical Microbiology and Antimicrobials, 2006, 5:2doi:10.1186/1476-0711-5-2

“Inpatient”:Staphylococcus aureus (18,7%) 

Escherichia coli (17,3%)

“Outpatient”: Escherichia coli (38,6%)

Staphylococcus aureus (14,7%)



Frequenza dei ceppi MRSA  complessiva  (53%) , e in relazione al tipo 

di paziente  (inpatient e outpatient),

Styers et al., (2006) Annals of Clinical Microbiology and Antimicrobials, 2006, 5:2doi:10.1186/1476-0711-5-2

Rosso:tutti i pazienti

Gialla:inpatient ICU

Verde :inpatient non ICU

Celeste:outpatient



Batteri naturalmente resistenti

Esistono batteri naturalmente suscettibili a determinati
antibiotici e altri che sono naturalmente resistenti.

Un batterio naturalmente resistente non può diventare
suscettibile mentre non è escluso che un batterio
naturalmente suscettibile diventi nel tempo resistente.

Questa caratteristica dei batteri è anche un aiuto alla
loro identificazione nei terreni di coltura selettivi.
Ad esempio l’agar sangue CNA (colistina + ac. nalidixico) fa
crescere solo i batteri Gram+ che sono naturalmente
resistenti a questi 2 antibiotici.

La resistenza naturale è preesistente all’introduzione della
terapia antibiotica.
L’acquisizione della resistenza è invece dovuta a meccanismi di
selezione naturale indotti dall’uso degli antibiotici



CNA: resistenza naturale

CNA: Staphylococcus (growth, yellow colonies) vs. 

Streptococcus (growth, white colonies)

http://iws.collin.edu/mweis/Microbiology/Lab/Lab Exercises/images_micro/media_reactions/Differential_Selective/agar_CNA_growth_staph_strep.jpg


Test di sensibilità alla bacitracina

E’ il metodo più comune per identificare gli streptococchi di gruppo A. 
Strisciare una colonia sospetta in una piastra di agar sangue creando una patina 
confluente. Porre con una pinza un dischetto di carta imbevuto di bacitracina al 
centro dell’isolamento. Incubare a 37° per 18-24 ore. 
L’inibizione della crescita attorno al dischetto e l’emolisi caratteristica 
identificano il batterio come streptococco di gruppo A (o beta emolitico o 
pyogenes).



Test di sensibilità alla optochina

L’optochina a concentrazioni molto basse (5ug/ml) inibisce selettivamente la 
crescita di Str. pneumoniae.
Strisciare una colonia sospetta in una piastra di agar sangue creando una patina 
confluente. Porre con una pinza un dischetto di carta imbevuto di optochina al 
centro dello striscio. Incubare a 37° per 18-24 ore.
L’inibizione della crescita attorno al dischetto identifica lo streptococco come 
pneumaniae se l’alone formato è superiore a 14 mm.



Il laboratorio di microbiologia svolge un ruolo di fondamentale
importanza in quanto studia gli aspetti patogenetici e clinico-
diagnostici delle malattie da infezione e fornisce informazioni
sull'efficacia in vitro degli antibiotici oggi disponibili.

Tutti questi dati vanno poi ad integrarsi con quelli raccolti dal
clinico per garantire il più efficace approccio diagnostico-
terapeutico.

Per motivi di tipo logistico ed organizzativo è più spesso lo specialista
ospedaliero che si avvale del laboratorio.

Studio dell’efficacia degli antibiotici



• D'altro canto anche per il medico di medicina generale, anche se in
modo indiretto,

il laboratorio fornisce informazioni determinanti nella scelta
terapeutica.

• Spetta infatti alla diagnostica di laboratorio l'importante compito
di effettuare

test di sensibilità ad antibiotici o ad agenti antibatterici

non solo per orientare la terapia, 

ma anche per monitorare nel tempo l'evoluzione della resistenza 
batterica e creare quindi le basi per il trattamento empirico delle 
malattie infettive. 

Test di sensibilità ad antibiotici



• E' chiaro che i dati che provengono dai laboratori di microbiologia
sono tanto più utili quanto più sono riproducibili e confrontabili con
quelle prodotti da altri laboratori.

• Vi è pertanto la necessità di un continuo controllo degli standard di
laboratorio attuati e di una omogeneità dei metodi di lavoro. Il
Ministero della Salute ha avviato da alcuni anni una serie di progetti
di ricerca che hanno fra gli obiettivi oltre ad un monitoraggio delle
resistenze relative ai patogeni più rilevanti anche l'istituzione di una
rete di laboratori distribuiti su tutto il territorio nazionale e con
standard qualitativi confrontabili

• Il NCCL (National Commettee for Clinical Laboratory Standards) è
un organismo a livello internazionale senza fini di lucro che detta le
regole sui criteri relativi all'esecuzione dei test, sui metodi di
lettura dei risultati e soprattutto sui criteri per la loro

interpretazione.

Standard qualitativi



ANTIBIOGRAMMA

• Saggio in vitro per valutare l’efficacia 
di un antibiotico e guidare la terapia 
antibiotica



L'antibiogramma del microrganismo è un test che si basa sul
presupposto che una sensibilità in vitro del microrganismo ad
una data terapia antibiotica sia predittiva dell'efficacia
dell'antibiotico in vivo.

TERAPIA MIRATA: guidata dall’appropriata valutazione di 
opportuni test della sensibilità agli antibiotici manifestata da 
parte di ceppi batterici isolati ed identificati.

TERAPIA RAGIONATA/EMPIRICA: si basa su ragionamenti 
epidemiologico-probabilistici e/o su valutazioni cliniche 
generali, corroborate anche da esami laboratoristici e 
strumentali.



Le varie tecniche per eseguire questo tipo di test sono sostanzialmente
riconducibili a due metodi principali:

•Nel metodo della diffusione in agar il microrganismo in esame viene
coltivato su piastre di agar in presenza di antibiotici contenuti in
dischi: se il microrganismo cresce normalmente significa che è
resistente, se invece è sensibile si rende visibile attorno al disco un
alone di inibizione.

• È un metodo quali-quantitativo, semplice, rapido ed economico,
valido per microrganismi aerobi a crescita rapida.

• È il procedimento più comunemente usato in laboratorio, e
permette di ottenere una valutazione della MIC (Minimal Inhibitory
Concentration), ovvero la concentrazione minima di antibiotico in
grado di inibire la crescita batterica.

L’antibiogramma: le tecniche



•Nel metodo delle diluizioni progressive la sensibilità del
microrganismo viene valutata in base alla sua
crescita o meno in un terreno di coltura - che può
essere solido o liquido - contenente diverse
concentrazioni dell'antibiotico.

•Questo metodo è quantitativo e consente di determinare
accuratamente oltre alla MIC anche la MBC (Minimal
Bactericidal Concentration), ovvero la più bassa
concentrazione di antibiotico in grado di distruggere la
totalità dei batteri.

L’antibiogramma: le tecniche



Metodo delle diluizioni progressive

Il metodo è valido e preciso, ma purtroppo anche costoso e
di lunga attuazione, per cui l'impiego è limitato a pochi casi:

•trattamenti di affezioni molto serie in cui sia necessario
valutare la MBC per determinare il dosaggio dell'antibiotico (es.
nelle endocarditi batteriche o osteomieliti);

•per la valutazione della sensibilità di microrganismi a lenta
crescita (es. micobatteri e actinomiceti) o anaerobi;

•per la valutazione della tolleranza di un microrganismo nei
confronti di antibiotici betalattamici (in cui le MIC restano
invariate ed aumentano le MBC).

L’antibiogramma: le tecniche



Test  che impiegano apparecchiature automatiche:

•VITEK (identification and antibiotic susceptibility)

•MICROSCAN

•Phoenix™ (identification and antibiotic susceptibility)

L’antibiogramma: le tecniche



Si piastrano 1 o 2 gocce di sospensione
batterica spatolando fittamente sull’ agar
(terreno LB) in questo modo la piastra sarà
omogeneamente ricoperta da biomassa.

ANTIBIOGRAMMA



•Nel frattempo si dispensano su dischetti di carta assorbente sterili 
aliquote di 20 ml degli antibiotici; opportunamente disciolti, che si 
desidera confrontare.

•Si divide la piastra in spicchi, uno per ciascun antibiotico, e si 
deposita al centro di ogni spicchio il dischetto corrispondente (F 5/6 
mm). 

•A questo punto le piastre vanno messe a + 4°C con il coperchio 
rivolto verso l’alto per 2 ore. 

•Trascorso questo tempo incubare la piastra a 37°C per 18-24 ore.

•Valutare il diametro di inibizione della crescita per ogni antibiotico.



Kirby-Bauer





Il diametro degli aloni di
inibizione osservati sulla piastra
viene misurato (in mm) ed i valori

ottenuti paragonati a quelli
standard per il ceppo batterico, in

modo da stabilire se l’isolato è
sensibile o meno ad un dato

Antibiotico
(Sensibile, Intermedio, Resistente).



E-TEST
Epsilometer -test

E’ un saggio di diffusione in agar a partire da strisce di plastica impregnate con un gradiente di concentrazione

(gradiente esponenziale predefinito, con il valore massimo all’estremità della striscia) di farmaco antibatterico (un 

codice a due lettere specifica il tipo di antibiotico). L’applicazione delle strisce E-test su un terreno solido (inoculata 

omogeneamente e in modo standardizzata con il ceppo batterico da analizzare) determina la formazione di un  

gradiente del farmaco nel terreno circostante. 

Dopo l’incubazione la MIC viene letta come la concentrazione (mg/mL) di farmaco antibatterico indicata dalla 

striscia nel punto d’intersezione con l’alone di inibizione ellittico della crescita batterica



La tecnica della diluizione in brodo permette di
determinare accuratamente la Minimum Inhibitory
Concentration (MIC).

Si parte da un inoculo batterico di 100.000 cfu/ml in
brodo nutritivo che vengono posti in una serie di
provette o di pozzetti che contengono diverse
concentrazioni di antibiotico.
Dopo 24 h di incubazione si interpretano i risultati.

TEST DI DILUIZIONE



La Minimum Bactericidal Concentration (MBC) è
generalmente superiore (2-4 volte) la MIC.
Dato che comporta la semina del brodo su agar, il
test ha delle limitazioni per il tempo che si perde e i
costi.

La Minimum Inhibitory Concentration (MIC) indica una
inibizione della crescita e non che il batterio venga
ucciso (sebbene in pratica una lunga inibizione della
crescita conduca alla eliminazione del batterio
attraverso le difese immunitarie dell’ospite).





Si osserva nelle piastre di controllo la mancata rimozione del 
batterio

MIC/MBC test di un farmaco batteriostatico

MIC



Si osserva nelle piastre di controllo la rimozione del 
batterio a partire dal tubo successivo alla MIC

MIC/MBC test di un farmaco battericida

MICMBC



L'antibiogramma fornisce informazioni che
consentono al medico curante di effettuare la
scelta dell'antibiotico più idoneo, ovvero la
cosiddetta terapia mirata.

Se in vitro risulta attivo un solo
chemioterapico, la scelta appare pressoché
obbligata, e le valutazioni da fare saranno
quelle relative alla scelta del dosaggio
dell'antibiotico e alla via di somministrazione.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI



Se invece i chemioterapici attivi in vitro sono più di uno, ecco
che l'antibiogramma può fornire indicazioni estremamente
importanti. Data l'indaginosità del calcolo della MBC, che
viene quindi limitata ai casi più seri, dati molto importanti
sono quelli relativi alle MIC dei chemioterapici in esame.
Purtroppo non viene data sufficiente attenzione a questi
valori, e spesso l'indagine si limita a determinare solo se il
ceppo in esame è sensibile o resistente: questo tipo di
stima si basa sull'utilizzo di due concentrazioni limite di
antibiotico, dette breakpoints, stabiliti dal

NCCL (National Commettee for Clinical Laboratory
Standards).

• MIC 90: la MIC che inibisce la crescita del 90% dei
microrganismi

• MIC 60: la MIC che inibisce la crescita del 60% dei
microrganismi



Concentrazioni limite di antibiotico: 
breakpoints

• Queste consentono di classificare il microrganismo in:

• "sensibile", ovvero quando l'antibiotico risulta
efficace ai dosaggi comunemente raccomandati,

• "intermedio", quando la crescita batterica è
inibita solo al dosaggio massimo raccomandato,

• "resistente", quando l'antibiotico dovrebbe
essere utilizzato a dosaggi che risulterebbero
tossici nell'organismo.



INTERPRETAZIONE DEI 
RISULTATI



MUELLER-HINTON

Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus



REFERTO ANTIBIOGRAMMA



• L'antibiogramma andrebbe invece letto anche in termini di
MIC, con particolare attenzione alle differenze tra questi
valori ed i livelli sierici raggiungibili.

• Infatti, un batterio può risultare ugualmente sensibile nei
confronti di diversi antibiotici, ma avere MIC e livelli
serici diversi: la scelta dovrebbe quindi prediligere
l'antibiotico con MIC più bassa e livelli serici maggiori, il
che permette di utilizzare dosaggi più bassi.

• La scelta dovrà tenere inoltre in considerazione lo
spettro d'azione - che dovrà essere il più ristretto
possibile per evitare fenomeni di resistenza - nonché la
sede da trattare, la cinetica del farmaco, la tossicità, e
infine il costo.



REFERTO ANTIBIOGRAMMA



ANTIBIOTICOTERAPIA
L’antibioticoterapia non corretta espone il paziente ad un 

aumento ingiustificato del rischio di : 

• TOSSICITA’ DEI FARMACI

• SUPERINFEZIONI

• REAZIONI ALLERGICHE


