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Most cases of bacterial skin disease in dog and cat
have been associated, historically, with Staphylococ-
cus genus, particularly Staphylococcus intermedius
(Staphylococcus aureus carriage is significantly less
frequent). The possibility of a zoonotic transfer, as well
as the concern surrounding methicillin-resistant Staph-
ylococcus strains, require a new or modified approch
to bacterial skin disease (in particular pyoderma) in
pets. This article focuses on the bacteriological, toxico-
logical and epidemiological characteristics of Staphy-
lococcus spp., in particular the sensitivity and resis-
tance they demonstrate against antibiotics normally
used during veterinay therapy.

Key words: Staphylococcus spp., dog, dermatitis.

INTRODUZIONE

La superficie cutaneq, oltre ad essere una fondamenta-
le barriera di tipo fisico-strutturale, & normalmente co-
lonizzata da una popolazione eterogenea di micror-

ganismi che, nel loro insieme, costituiscono la normale

STAPHYLOCOCCUS SPP “flora cutanea”. Questa svolge un ruolo determinante
in termini di protezione della superficie stessa dall’at-

QUALE AGENTE DI ;occorrzlin’l'in\llcfsrc(:rieze:::rni”eo d;l:nii:(;r;o:is:i portic:)-

larmente aggressivi.

PATOLOGIE CUTANEE E di fondamentale importanza conoscere la struttura

della cute per comprendere, nel dettaglio, i comples-

DEI_ C ANE si meccanismi del processo a cui la cute ed i tessuti

sottostanti vengono esposti nel caso di infezioni. Liter

eziopatogenetico prevede infatti che, una volta supe-
rato lo strato corneo da parte dell'agente infettante,
vengano mobilitati mediatori cellulari propri sia delle
difese intrinseche innate che acquisite.

Ne consegue la produzione ed il rilascio di citochine
e proteine chemiotattiche ad opera delle cellule epi-
dermiche “sentinella” (macrofagi intra-epidermici, ex
cellule di Langerhans, cheratinociti, mastociti, cellule
dendritiche) ed il richiamo di neutrofili nel sito di inva-
sione/infezione.

A questi eventi immunologici si associa |'aftivazione
della via dlternativa del complemento e 'intervento at-
tivo, in cooperazione, di linfociti Be af e v T.

Lo sviluppo di un’infezione cutanea & strettamente cor-
relato alla patogenicita ed alla virulenza dell’agente
microbico nonché al livello di immunocompetenza
proprio dell’ospite: patologie metaboliche e su base
ormonale, etd del soggetto colpito, concomitanti eventi
stressanti, carenze alimentari e malattie parassitarie
rappresentano fattori che possono incidere pesante-
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mente sia sull'instaurarsi dell’infezione che sulla sua
evoluzione.

Linfezione & il processo attraverso il quale un micror-
ganismo entra in relazione con l'ospite. Le possibili
vie d’ingresso sono: cutanea o mucosale (in seguito
ad interruzioni dell’integrita di superficie), respirato-
ria, digerente (per ingestione di alimenti o bevande),
urinaria, genitale, congiuntivale, mammaria, transpla-
centare e iatrogena. La cute integra costituisce un’effi-
ciente barriera naturale che difficilmente viene supera-
ta da parte dei microrganismi e che mal si presta ad
eventi di colonizzazione ad opera di agenti patogeni
(gli agenti appartenenti alla specie Leptospira interro-
gans rappresentano una eccezione a tale assunto, in
quanto capaci di penetrare attraverso la cute integra).
E’ aliresi evidente come, in presenza di soluzioni di
continuitd, la cute rappresenti una facile via d'ingres-
so per diversi microrganismi, trattandosi dell’appara-
to piv direttamente a contatto con I'ambiente esterno.
Uintegritd cutanea pud essere alterata in modo acci-
dentale in seguito all’'intervento di qualsiasi agente
traumatico oppure pud venire lesa, direttamente, da
un vettore biologico. Un’infezione cutanea pud insor-
gere in seguito a:

* una soluzione di continuo che favorisca I'ingresso di
un agente patogeno;

* infezioni sistemiche conseguenti alla diffusione del
microrganismo da un sito di infezione diverso dalla
cute;

e invasione diretta (canale di drenaggio o infezione
di tipo anaerobia a partire da un ascesso intraddo-
minale);

® danno cutaneo provocato da tossine di origine bat-
terica prodotte in distretti anatomici diversi rispetto
alla cute (es. shock tossico).

Le caratteristiche intrinseche proprie del microrgani-
smo in oggetto, in particolare I'attivitd enzimatica e
tossica (endo ed esotossine), influenzano la patoge-
nicitd batterica favorita dalla capacita dimostrata da
alcuni agenti di formare veri e propri biofilm, la cui
presenza soprattutto a livello di lesioni o di ferite ad
evoluzione cronica si dimostra causa di mancata gua-
rigione.

Le infezioni cutanee possono insorgere come eventi
primari o secondari a lesioni cutanee localizzate op-
pure in seguito ad infezioni sistemiche/generalizzate.
Possono, inoltre, essere distinte sulla base della pro-
fondita delle lesioni procurate all’ospite, in infezioni
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batteriche di superficie, piodermiti superficiali e pio-
dermiti profonde. Tra gli agenti batterici, il genere
Staphylococcus risulta essere, senza alcun dubbio,
quello isolato con maggior frequenza nel corso di in-
fezioni cutanee sia nel gatto (nel quale prevalgono S.
aureus, S. intermedius, S. simulans) che nel cane (in
cui patogeno primario risulta S. infermedius). Tuttavia,
molte altre specie microbiche sono state associate ad
eventi infettivi a carico della cute o del derma: altre
specie di stafilococchi coagulasi-positivi, streptococchi
p-emolitici del gruppo A, Pseudomonas aeruginosa,
Candida spp., enterobatteri, Haemophilus, Trepone-
ma, Francisella, Bacillus anthracis, Mycobacterium
spp., Nocardia, Blastomyces, Rickettsia, Bacteroides
spp., Aspergillus, Propionibacterium acnes, clostridi,
Cryptococcus.

Appare ovvio come una precisa e puntuale diagnosi
eziologica non possa prescindere da un esame batte-
riologico (fondamentale I'esigenza di prelevare in ma-
niera corretta il campione biologico e di conservare
lo stesso in idonei terreni di trasporto fino all’invio, il
piU rapidamente possibile, al laboratorio) seguito da
valutazione del profilo di sensibilita dell'agente agli
antibiotici, oltre ad una corretta gestione del paziente
stesso.

| procedimenti microbiologici da impiegarsi nella dia-
gnosi eziologica delle infezioni, fondamentalmente,
si prefiggono il raggiungimento di uno dei seguenti
obiettivi:

e dimostrazione nel campione biologico dell’agente
patogeno o di suoi costituenti, quali antigeni ed acidi
nucleici, o di suoi prodotti tossici (diagnosi diretta);

e dimostrazione nel paziente di un movimento immu-
nitario specifico e recente nei riguardi dell’agente in-
fettante (diagnosi indiretta).

La diagnosi indiretta non comporta, generalmente,
particolari problemi in fase di prelievo, conservazio-

ne e trasporto del campione essendo sufficiente un
semplice prelievo ematico finalizzato all’ottenimento
di plasma o siero. Unica accortezza & quella di con-
gelare il campione a -70°C, qualora non si abbia la
possibilita di processarlo immediatamente, rispettando
inoltre la regola fondamentale di evitare cicli ripetu-
ti di scongelamento e congelamento dello stesso (cio
comporta infatti un inevitabile decremento del titolo
anticorpale). Ben diverso & il corretto iter da adottare
nel caso di una diagnosi diretta su campioni biologici
di varia natura. Una prima indicazione viene offerta
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al microbiologo dal genere batterico che si suppone
coinvolto nel processo infettivo. Infatti, il corretto iso-
lamento del microrganismo & strettamente dipendente
dal rispetto delle condizioni chimico-fisiche (presenza
o meno di O,, pH, tensione di CO,, temperatura) oltre
che delle esigenze metaboliche specifiche proprie di
ciascun microrganismo. In modo estremamente sin-
tetico ma assolutamente esplicativo & possibile affer-
mare che le fasi preliminari (prelievo e trasporto del
campione) condizionano ampiamente Iaffidabilita dei
risultati di un esame batteriologico. Anche il tempo che
intercorre tra prelievo ed esecuzione dell’esame micro-
biologico appare di notevole importanza ai fini di una
diagnosi attendibile. All'inquadramento tassonomico
dell’agente infettante deve tassativamente far seguito
un’opportuna analisi del profilo di sensibilita alle di-
verse categorie antibiotiche normalmente in uso sia in
medicina veterinaria che in medicina umana (possibi-
le trasferimento inter-specie di antibiotico-resistenza).
Tale pratica costituisce, infatti, un fondamentale stru-
mento di monitoraggio per quanto attiene eventuali
transfer di antibiotico-resistenza.

STAPHYLOCOCCUS INTERMEDIUS

Gli stafilococchi risultano coinvolti nella maggioranza
degli episodi di infezione cutanea nel cane e, in parti-
colare, Staphylococcus intermedius sembra responsa-
bile nel 90% dei casi (Fig. 1).

chia coli, Proteus spp. e Pseudomonas spp., probabili
agenti secondari. Linfezione cutanea da actinomiceti
e micobatteri spesso & conseguente a ferite cutanee o
a malattie intercorrenti che danno inizio al processo
invasivo per via cutanea o sistemica.

Per quanto riguarda il genere Staphylococcus, esso
appartiene alla famiglia Staphylococcaceae, ordine
Bacillales, phylum Firmicutes, ed include 31 specie di-
stinte. Tra queste, come precedentemente menzionato,
rientra Staphylococcus intermedius, un microrganismo
a potenziale zoonosico isolato con elevata frequen-
za dal piccione (con prevalenza doppia rispetto alla
frequenza di isolamento nel cane), nonché da volpe,
visone, cavallo ed altri animali.™

Nel cane Staphylococcus intermedius, pur rappresen-
tando un batterio residente delle membrane mucose,
quali il vestibolo nasale, il cavo orale o della cute pe-
rianale, costituisce il piv frequente agente patogeno
coinvolto in episodi di piodermite ed ofite media ed
esterna, spesso associato a seborrea ed a fenomeni
desquamativi.l313.1419)

Staphylococcus intermedius (Fig. 2 e Fig. 3) & un bat-
terio di forma sferica, Gram-positivo, catalasi-positi-
vo, aerobio-anaerobio facoltativo, dotato di attivita
B-emolitica e DNAsica, che elabora leucocidina e
y-emolisina oltre a diverse proteine extracellulari im-
plicate in fase adesiva.®

Fig. 1. Piodermite (foto gentfilmente concessa dal Dott.
Stefano Toma)

Occasionalmente si riscontrano altri stafilococchi pa-
togeni, quali Staphylococcus aureus e Staphylococcus
hyicus. Recenti dati epidemiologici riportano, inoltre,
una crescente prevalenza di Staphylococcus schleiferi.
In corso di piodermite canina & possibile riscontrare
la presenza di altri generi batterici, quali Escheri-
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Fig. 2 Colonie di Staphylococcus intermedius

Si ipotizza che, come avviene per S. aureus, la pro-
duzione dei fattori di virulenza tipici sia controllata,
per lo meno in parte, da un sistema di regolazione
genico accessorio riportabile al sislema agr. Si trat-
ta di un cluster genico codificante un quorum sen-
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sing che regola la secrezione di fattori di virulenza
e che controlla I'elaborazione di fattori di virulenza
cellulo-mediati in base alla densita batterica. In altri
termini, quando gli stafilococchi si trovano in fase lag,
questi iniziano a sinfetizzare le proteine di superficie
che innescano il processo infettivo. Non appena si &
instaurata la fase di colonizzazione, i microrganismi
replicano (fase log o esponenziale) e attivano un mec-
canismo di density-sensing che stimola I'elaborazione
di esotossine specifiche che permettono ai batteri di
disseminarsi in nuovi distretti garantendo loro di elu-
dere situazioni di sovraffollamento.
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Fig. 3. Staphylococcus intermedius (colorazione Gram)

Staphylococcus intermedius pud essere visto come una
sorta di “batterio nomade” sulla cute sana, che si dis-
semina sulla superficie cutanea in seguito dlle classi-
che manovre di “strigliatura” del pelo e si avvale di
transitorie modificazioni del microambiente locale per
esplicare il potere patogeno. Dapprima identificato,
come tuthi gli stipiti di stafilococco coagulasi-positivi,
come S. aureus (ex biotipo E ed F), venne definitiva-
mente inquadrato come S. infermedius nel 1976 da
Hajek La dizione di specie riflette gli elementi distintivi
intrinseci del ceppo: possedere contestualmente alcu-
ne proprietd fenotipiche di S. aureus ed alcune di S.
epidermidis. Nell'vomo & universalmente riconosciuto
il suo ruolo di agente zoonosico, essendo stato isolato
con una frequenza prossima al 20% da ferite infette
conseguenti a morsicature.!'”)

Staphylococcus intermedius produce svariati fattori
tossici: la proteina A, varie enterotossine, emolisine e
vari enzimi (ialuronidasi in particolare). | peptidogli-
cani strutturalmente presenti a livello di parete sono in
grado di stimolare la produzione di pirogeni endogeni
che promuovono la secrezione di IL-1 con conseguen-
te azione chemiotattica nei confronti dei polimorfo-
nucleati ed un’azione inibente nei confronti dell’atti-
vitd complementare. Inoltre, la proteina A, anch’essa

\

localizzata a livello parietale, & capace di legare i
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recettori propri della frazione costante dell'immuno-
globulina (Fc) prevenendo la clearance immunitaria
mediata da anticorpi. La leucotossina, appartenente
alla superfamiglia delle tossine sinergoimenotropiche
stafilococciche, agisce provocando la formazione di
pori transmembrana che, inevitabilmente, conducono
a morte le cellule eucariotiche. Particolarmente interes-
santi risultano poi le enterotossine (SE) le quali, oltre
ad un effetto pirogeno si adoperano da superantigeni
determinando un’attivazione aspecifica di alcuni cloni
di linfociti T. Piv in dettaglio si vanno a legare alla re-
gione variabile di alcune catene B del TCR (recettore
per |'antigene proprio del linfocita T) e/o ai domini
ol e p1 delle molecole del MHC di classe Il fuori
della tasca legante il peptide. 12

Queste molecole consentono, strategicamente, al bat-
terio di eludere il sistema difensivo dell’ospite “sfal-
dando” la matrice intercellulare e guadagnando I'in-
gresso nell’epidermide e nei compartimenti tissutali
piv profondi. Gli stafilococchi, inoltre, si dimostrano
capaci di sopravvivere all'interno delle cellule e dei
fagociti sfuggendo, tra l'altro all’azione di svariati
antibiotici. In particolare S. intermedius crea specifi-
che condizioni tissutali che predispongono il distretto
anatomico interessato ad eventuali infezioni secon-
darie da parte di microrganismi Gram-negativi, quali
Escherichia coli, Pseudomonas spp. e Proteus spp.
Sono stati individuati differenti fattori che predispon-
gono il cane a piodermiti stafilococciche: allergie,
disordini metabolici, lesioni superficiali associate ad
alterazione della normale flora cutanea, situazioni
riportabili ad immunodeficienze, infestazioni paras-
sitarie. In ogni caso, un ruolo cruciale nell’evoluzio-
ne dell'infezione cutanea spetta, senz’alcun dubbio,
all'interazione ospite-batterio ed in particolare allo
stato immunitario dell’ospite. "

Per 'isolamento di S. intermedius, i campioni biologici,
raccolti mediante tampone sterile (che immediatamente
deve essere reinserito nel terreno di trasporto di Stuart)
e mantenuti ad una temperatura costante di 4°C, de-
vono essere inviati al laboratorio microbiologico nel

Principali batteri responsabili di infezione
cutanea nel cane

@ Proteus mirabilis

W Staphylococcus
intermedius

O Pseudomonas spp.

OE. coli

piv breve lasso di fempo possibile (entro un’ora dalla
raccolta del campione stesso). In laboratorio & possibi-
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le seguire due linee metodologiche: la prima prevede
che ciascun campione venga strisciato direttamente su
Tryptone Soy Agar (TSA) supplementato con il 5% di
globuli rossi di pecora e quindi posto ad incubare a
37°C per 24 ore; la seconda prevede un pre-arricchi-
mento in Tryptone Soy Broth (TSB) addizionato con il
10% di NaCl e successivo striscio su agar sangue e su
Agar Sale Mannite (MSA). Questo secondo protocollo
pud prevedere un’ulteriore modifica metodologica che
vede la supplementazione sia al TSB che all’MSA di
4 ug/ml di tetraciclina e 1 ug/ml di eritromicina,
allo scopo di favorire I'isolamento di eventuali sti-
piti resistenti di S. intermedius. L'identificazione defi-
nitiva prevede |'impiego di un sistema miniaturizzato
del commercio (bioMérieux, Francia) che definisce il
profilo biochimico-enzimatico dello stipite isolato: API
Staph (24 ore di incubazione) oppure ATB 32 Staph
(test rapido che prevede 4 ore di incubazione).

In caso di piodermite stafilococcica & necessario ricor-
rere ad una terapia sistemica che, generalmente, pre-
vede il ricorso ad antibiotici resistenti alle p-lattamasi,
quali lincosamidi (clindamicina e lincomicina), cefo-
losporine, fluorochinoloni, amoxicillina associata ad
acido clavulanico.**)

In merito all’utilizzo dei fluorochinoloni & opportu-
no ricordare come si registri un’oggettiva riduzione
della loro efficacia ad opera di composti contenenti
cationi di- e tri-valenti (ferro, zinco, magnesio, allu-
minio, calcio) che interferiscono con il loro assorbi-
mento comportando un’inevitabile riduzione della
disponibilitd ematica del prodotto stesso. !

Ne consegue la necessita di evitare |'associazione
dei fluorochinoloni, somministrati per via orale, ad
alimenti, integratori od altre formulazioni contenenti
questi composti. La caratterizzazione della sensibili-
ta agli antibiotici mediante metodo di agar diffusio-
ne su piastra (Kirby Bauer) o con metodi quantitativi
(E-test, AB Biodisk, Solna, Sweden), cosi come me-
diante analisi molecolare del genotipico conferma
una spiccata resistenza degli stipiti di Staphylococcus
intermedius nei confronti di penicillina, tetracicling,
nonché di meticillina/oxacillina.>47.1%

A partire da questa considerazione occorre porsi una
fondamentale questione di carattere eziopatogene-
tico di notevole impatto epidemiologico: & possibile
un transfer dall’animale all'vomo di stipiti meticillino-
resistenti di Staphylococcus.!'®

Questi batteri acquisiscono con estrema facilita ca-
ratteri di antibiotico-resistenza e cid pud avvenire in
seguito ad eventi mutazionali a livello cromosomico o
per trasferimento per via coniugativa di frazioni ge-
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nomiche.”

In quest'ultimo caso, essendo il transfer coniugativo
mediato da trasposoni che non richiedono un eleva-
to grado di omologia genetica tra batterio donatore
e batterio ricevente, la ricombinazione genetica pud
avvenire anche tra batteri di genere o specie diver-
se. Questo meccanismo sottende all’'acquisizione, da
parte degli Stafilococchi, della resistenza specifica alla
meticillina mediata dal gene mecA codificante per una
specifica penicillin binding protein PBP2 a bassa affi-
nita per i B-lattamici.

Tale condizione costituisce la base genetica del pro-
filo fenotipico MRSA (Meticillin Resistant Staphylococ-
cus aureus) tipico degli stafilococchi meticillina-resi-
stenti cosi diffusi a livello mondiale. Il CDC (Centers for
Disease Control and Prevention), recentemente, riporta
di un notevole incremento delle infezioni nosocomiali
in ambito umano da stipiti MRSA pur essendo in asce-
sa, in fermini di incidenza, anche infezioni del tipo
“community-acquired” indotte da stipiti MRS differenti
rispetto a quelli di origine ospedaliera.'®

Pertanto, la risposta al quesito precedentemente po-
sto, & necessariamente basata su un approccio di tipo
molecolare che metta a confronto stipiti MRSI (Methi-
cillin Resistent Staphylococcus intermedius) di origine
animale ed umana. Recenti ricerche hanno eviden-
ziato che nell'ambito di ceppi di Staphylococcus in-
termedius isolati dal cane si registra una prevalenza
di resistenza alla meticillina estremamente variabile:
0-41%. Innanzitutto & opportuno, al fine di discrimi-
nare S. aureus rispetto a S. intermedius, verificare la
presenza del gene nuc (codificante per la termonucle-
asi di Staphylococcus aureus) mediante PCR. La PCR
&, inoltre, utilizzata per confermare la meticillino-resi-
stenza mediante |'impiego di sequenze di primer che
sono in grado di riconoscere ed amplificare i geni di
resistenza mecA e blaZ."%

E stata dimostrata I'esistenza di una stretta correla-
zione epidemiologica tra ceppi derivati da infezioni
umane e ferite da morso di cane; si ipotizza una tra-
smissione animale-uomo e cosi pure uomo-animale,
sebbene I'origine del processo infettivo non risulti del
tutto chiaro.>18)

La produzione di p-lattamasi costituisce il principale
fattore che fornisce a Staphylococcus intermedius la
resistenza nei confronti degli antibiotici B-lattamici. In-
fatti, 1'80% dei ceppi risulta generalmente resistente
a penicillina G ed alle penicilline di sintesi sensibili
alle B-lattamasi. Tuttavia, la resistenza & spesso molto
piU ampia, in quanto tali stipiti risultano resistenti per
lo meno a cinque classi antimicrobiche: B-lattamici,
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acido fusidico, macrolidi/lincosamidi, tetracicline e
cloramfenicolo.(¥

In conclusione, data |'esiguita dei dati epidemiolo-
gici attualmente disponibili, & auspicabile verificare
con accuratezza il profilo bio-molecolare dei diffe-
renti stipiti isolati in ambito veterinario ed umano. E’
indubbio, infatti, il riscontro di ceppi MRSA e MRSI
derivati da pets in differenti situazioni di infezione che
dimostrano appartenenza alla medesima linea clonale
di ceppi isolati a livello ospedaliero nella stessa area
geografica. Lo studio epidemiologico dovrebbe foca-
lizzarsi, oltre che su ceppi oftenuti in clinica veterina-
ria, anche su quelli isolati dai proprietari dei pets come
pure, eventualmente, dallo staff della struttura che ha
ospitato I'animale, allo scopo di individuare, oltre ad
una possibile corrispondenza in termini di clone cel-
lulare, il percorso eziopatogenetico (colonizzazione-
infezione) seguito da Staphylococcus. Cio, infatti, con-
sentira di attuare una possibile linea strategica mirata
al controllo ed all’eventuale eradicazione dei possibili
reservoir epidemici.!'?
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