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Attivita battericida in vitro di uno
shampoo balsamo a base di olio

di ribes nei confronti di:

Staphylococcus pseudintermedius,

Stapbylococcus aureus,
Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa

Negli ultimi anni, 'aumento delle segnalazioni di antibiotico-resistenza ha
reso necessaria I'introduzione di nuove strategie terapeutiche. In partico-
lare, 'impiego di antisettici topici nella piodermite superficiale canina ha
mostrato spesso pari efficacia rispetto ai trattamenti antibiotici. Lo scopo
dello studio € testare I'efficacia antibatterica in vitro di uno shampoo-bal-
samo a base di olio di semi di ribes nero, piroctone olamina, acido 18-be-
ta-glicirretico e ceramidi. Sono stati selezionati 50 ceppi, ottenuti da cani
con piodermite superficiale, rappresentati da: 10 Staphylococcus pseudin-
termedius meticillino-sensibili, 10 Staphylococcus aureus meticillino-sen-
sibili, 10 Staphylococcus pseudintermedius meticillino-resistenti, 10
Escherichia coli e 10 Pseudomonas aeruginosa. Una concentrazione di 10°
UFC/mL é stata utilizzata per diluizioni seriali in piastra sterile a 96 pozzet-
ti contenente 100 pl dello shampoo da testare (Ribes Pet Shampoo Ultra®,
NBF Milano), con concentrazioni scalari da 1:2 a 1:256. Dopo incubazione
di 30 min a +37°C un’aliquota di 10 pl, € stata prelevata da ogni pozzetto,
seminata su Tryptone Soya Agar con 5% di sangue di pecora, incubata per
24 ore per valutare la concentrazione minima battericida. Il prodotto ha
completa attivita battericida fino alla diluizione 1:16 compresa, per tutti i
ceppi testati. A 1:32 sono state osservate le prime crescite batteriche per
4 ceppi di MRSP, 4 di P. aeruginosa, 2 S. pseudintermedius e 2 E. coli. A
1:64 per 6 ceppi di S. pseudintermedius, 6 S. aureus, 4 per MRSP, P. ae-
ruginosa e E. coli. A 1:128 per 4 ceppi di E. coli, 2 per MRSP, S. pseudin-
termedius, S. aureus e P. aeruginosa. A 1:256 per 2 soli ceppi di S. aureus.
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INTRODUZIONE

In medicina veterinaria, le nuove linee guida per il
trattamento delle piodermiti, superficiali o localizzate,
consigliano, come primo intervento, 'impiego di
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shampoo e/o spray formulati con antisettici'®. L’in-
tensificarsi dei fenomeni di resistenza, soprattutto a
carico degli stafilococchi meticillino-resistenti come
Staphylococcus psendintermedius (MRSP) e Staphylococcus
anrens (MRSA), ha favorito un approccio terapeutico
differente. Pertanto, si rileva un maggiore impiego di
prodotti contenenti antisettici, quali la clorexidina a
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differenti concentrazioni, in sostituzione agli antibio-
tici spesso rivelatisi inefficaci nelle prove i vitro’.
Conseguentemente, in caso d’infezioni superficiali, le
terapie topiche hanno assunto un’importanza cre-
scente in medicina umana e veterinatia. Attualmente
poco si conosce riguardo la specifica attivita antimi-
crobica dei prodotti naturali, ovviamente differenti
dai prodotti antisettici simili o appartenenti alla stessa
categoria della clorexidina.

Nello studio viene valutata I’attivita battericida in
vitro di uno shampoo balsamo a base di olio di

semi di ribes nero, nei confronti di batteri re-
sponsabili di piodermite.
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Differenti approcci terapeutici, per contrastare lo svi-
luppo dell’antibiotico resistenza, hanno rivalutato, so-
prattutto in medicina umana, il ruolo terapeutico dei
rimedi naturali, tra cui alcune essenze di miele*?, solu-
zioni con nano particelle argentiche in associazione a
piante medicali®, estratti alcoolici di origano™. Questi
principi attivi naturali sono stati studiati, singolarmen-
te o in associazione, ma pochi studi hanno valutato la
capacita antimicrobica 7z vitro degli shampoo a uso ve-
terinario® nei confronti dei principali batterti isolati
dalla cute di cani con piodermite supetficiale'?. 1l la-
voro ha lo scopo di descrivere I'attivita antibatterica 7z
vitro di uno shampoo-balsamo dermatologico, attual-
mente in commercio, a base di olio di semi di ribes ne-
ro, acido 18-beta glicirretico, piroctone olamina e ce-
ramidi, nei confronti di differenti ceppi batterici isola-
ti dalla cute di cani con piodermite ricorrente.

MATERIALI E METODI
Caratterizzazione batterica

Sono stati selezionati 50 ceppi, ottenuti da tamponi
cutanei di cani con piodermite ricorrente superficiale,
rappresentati da: 10 Staphylococcus pseudintermedins (SP),
10 Staphylococens anrens (SA), 10 Staphylococens psendinter-
medins meticillino-resistente (MRSP), 10 Escherichia coli
(EC) e 10 Pseudomonas aeruginosa (PA). 1 campioni, se-
minati su piastre di Tryptone Soya Agar con 5% san-
gue di pecora, Mannitol Salt Agar e McConkey Agar
(Ox0id®, Italia), incubate a 37°C per 24-48 h, prima
della lettura finale.

Basandosi su standard d’identificazione fenotipica, gli
isolati in purezza, sono stati sottoposti a colorazione
Gram, test della catalasi e ossidasi. I.identificazione
biochimico-enzimatica ¢ stata eseguita mediante gal-
lerie API® con database apiweb (bioMérieux®, Fran-
cia) e con valore accettabile = 85% per affinita alla
specie. Gli stafilococchi identificati dal sistema come
Staphylococcus intermedins sono stati qui indicati come
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Staphylococcus psendintermedius (SP) in base alle recenti
classificazioni del relativo gruppo'”. Per Ievidenzia-
zione dei ceppi meticillino-resistenti sono stati ese-
guiti: il test di diffusione dell’oxacillina (ODD - 5
ug/mL), secondo metodo Kirby-Bauer, in accordo
con le indicazioni del Clinical Laboratory and Standard
Institute'" e la semina su terreno selettivo Brilliance
MRSA2 Agar'? (Oxoid®, Italia).

1 40 ceppi batterici, ad eccezione degli MRSP, presen-
tavano caratteristiche variabili di sensibilita 7z vitro agli
antibiotici, con resistenze non superiori a due diffe-
renti classi di antibiotici e pertanto definiti meticillino-
sensibili per la popolazione stafilococcica e non-MDR
(Multi-Drug Resistant™) per i restanti.

Test di sensibilita /i vitro

11 test di sensibilita iz vitro dello shampoo-balsamo a
base di olio di ribes (Ribes Pet Shampoo Ultra® NBF
Lines, Milano) ¢ stato eseguito, in doppio, con meto-
do di microdiluizione in piastra'*'>. T ceppi batterici,
isolati in purezza, e sospesi in tampone fosfato salino
(PBS; pH 7,2) fino a una torbidita pari a 0,5 McFar-
land, tramite densimetro (DEN-1B, Biosan® Sia, Lat-
via) e corrispondente a una concentrazione di circa
10* UFC/mL di batteri. La sospensione batterica poi
ulteriormente diluita 1:100, per ottenere una concen-
trazione finale di 10° UFC/ml, ¢ stata utilizzata per
le diluizioni seriali in una piastra sterile a 96 pozzetti

La valutazione dell’attivita battericida in vi-
tro é stata eseguita su ceppi di S. pseu-
dintermedius meticillino-sensibili e resi-

stenti, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, iso-
lati dalla cute di cani in corso di piodermite
superficiale.

contenente 100 uL. dello shampoo da testare (Ribes
Pet Shampoo Ultra®, NBF Lines, Milano), con con-
centrazioni scalari da 1:2 a 1:256% come controllo
positivo la sospensione batterica addizionata a 100
uL di PBS senza antisettico. Dopo incubazione di 30
min a +37°C un’aliquota di 10 pL, ¢ stata prelevata da
ogni pozzetto e seminata su Tryptone Soya Agar con
5% di sangue di pecora e incubata per ulteriori 24h.
E stata quindi effettuata visivamente la conta delle
unita formanti colonie batteriche (UFC) su piastra fi-
no un massimo di 100 e poi definite “confluenti”
quando troppo numerose per essere contate singo-
larmente. Si valutava quindi la concentrazione mini-
ma battericida'® (MBC) definita come la pit bassa
concentrazione in grado di inibire la crescita batteri-
ca di almeno il 99,9% della popolazione iniziale'” (as-
senza di crescita su piastra).
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Tabella 1 - Numero dei ceppi, per ciascuna specie, sviluppatesi alle progressive diluizioni scalari
e relativi gruppi di UFC riscontrate
DIL. MRSP SP SA PA EC UFC/ml
1:2 0 0 0 0 0 0
1:4 0 0 0 0 0 0
1:8 0 0 0 0 0 0
1:16 0 0 0 0 0 0
1:32 4 2 0 4 2 0-10
1:64 4 6 6 4 4 11-20
1:128 2 2 2 2 4 21-50
1:256 - - 2 - - > 100
Totale 10 10 10 10 10
RISULTATI tettiva-lenitiva della cute. Pertanto, si ¢ voluto verifica-

Per tutti 1 50 ceppi testati, il prodotto ha mostrato
completa attivita battericida fino alla quarta diluizione
compresa, pati a 1:16. Alla diluizione 1:32 sono state
osservate le prime crescite batteriche, in particolare
per 4 ceppi di MRSP, 4 di P. aeruginosa, 2. S. pseudinter-
medins e 2 E. coli. Alla diluizione 1:64 per 6 ceppi di S.
pseudintermedius, 6 S. anreus, 4 per MRSP, P. aeruginosa e
E. coli. Alla successiva di 1:128 per 4 ceppi di E. o/, 2
per MRSP, S. pseudintermedius, S. anreus e P. aernginosa.
All’ultima diluizione di 1:256 per 2 soli ceppi di . ax-
reus (tabella 1).

Le UFC rilevate sono state omogenee tra le differenti
specie batteriche e in relazione alle diluizioni eseguite
¢ stato possibile individuare range progressivi di cre-
scita fino alla diluizione 1:256 con aspetto confluente
(tabella 1).

DISCUSSIONE

Lo shampoo-balsamo a base di olio di ribes testato ha
dimostrato di possedere attivita battericida i vitro nei
confronti dei pitt comuni patogeni cutanei, responsa-
bili delle piodermiti superficiali canine. Precedenti ri-
cerche, eseguite con la medesima metodologia, hanno
evidenziato le caratteristiche antimicrobiche 7 vitro di
altri prodotti a uso cutaneo o/e otologico'* !5,
strando la capacita battericida di conosciuti antisettici
locali, quale a esempio, la clorexidina digluconato in
differenti concentrazioni, il Tris-EDTA, Talcool iso-
propilico, il perossido di benzoile, spesso associati a
bassi valori di pH della soluzione disinfettante o ad al-
tre componenti con attivita antimicrobica. Lo sham-
poo-balsamo, sottoposto allo studio, ¢ da qualche tem-
po sul mercato; evidenzia in etichetta le indicazioni per
I'impiego nella shampoo-terapia per cani con dermati-
te, per le attivita antibatterica-antinflammatoria, pro-

mo-

re in vitro 1a reale efficacia battericida nei confronti dei
pit comuni batteri responsabili di piodermite superfi-
ciale canina.

Linteresse per i prodotti topici ad attivita antimicrobi-
ca ha assunto sempre maggiore importanza come te-
rapia singola o adiuvante per il trattamento delle infe-
zioni batteriche o micotiche superficiali del cane'®".
L’emergenza susseguente alla crescente antibiotico-re-
sistenza ha stimolato lo sviluppo di nuove strategie e
di nuovi prodotti con attivita microbicida. In medicina
umana si ¢ analizzato il ruolo terapeutico di prodotti

L’inibizione della crescita batterica é stata osser-
vata, per tutte le specie testate, fino alla diluizio-

ne 1:16 compresa, anche per i ceppi con caratte-

ristiche di meticillino-resistenza.

naturali fitoterapici o similari*>*"# osservando che le

loro capacita antimicrobiche sono imputabili a mecca-
nismi tra loro diversificati.

Nel caso degli estratti pastorizzati di diverse essenze di
miele pare che lattivita antimicrobica sia imputabile
alla produzione d’idrogeno perossido, al suo basso pH
¢ all’alto contenuto di zuccheri che li rendono alta-
mente osmolarizzanti®. Similmente, estratti pastorizza-
ti di miele millefiori, sono stati testati nei confronti di
ceppi di MRSA e MSSA, con risultati positivi e inco-
raggianti®.

Lefficacia in vitro di uno shampoo contenente nano-
particelle argentiche sintetizzate da Aradica indica (olio
di neem) in combinazione con estratti di oli vegetali
di piante medicali quali Cymbopogon citratus, Cymbopogon
martini, BEucalyptus globulus, hanno dimostrato una po-
tente attivita antimicrobica nei confronti di Szaphylo-
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Il problema dell’antibiotico-resistenza ha stimolato

la ricerca nel settore della terapia topica. Tra i com-
ponenti dello shampoo troviamo I’olio di semi di
ribes nero e la piroctolamina gia noti per le loro
azioni antisettiche.
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coceus anreus, Escherichia coli, Aspergillus niger e Aspergillus
Jfumigatus®. Le proprieta antibatteriche e antiossidanti
di estratti alcolici di Origanum vulgare sono state attri-
buite alla presenza d’isomeri fenolici di carvacrolo e
timolo, che sono i maggiori componenti di questo
olio essenziale. L’elevata attivita citotossica, antiossi-
dante e la MIC di questa sostanza ¢ stata dimostrata
tramite studi zz vitro nei confronti di Clostridium per-
Jringens, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus anrens’e
Streptococcus pyogenes®.

Per quanto riguarda il prodotto oggetto dello studio, ¢
possibile asserire che l'olio di semi di ribes nero, gia
noto in dermatologia umana per le sue proprieta an-
tiossidanti e antinflammatorie, rivela con altri studi,
Pattivita antimicrobica z vitro®**'. La piroctolamina,
svolge un’importante azione antisettica grazie alla sua
intrinseca attivita antibatterica ad ampio spettro verso
germi Gram positivi, Gram negativi e miceti; 'acido
18 B-glicirretico, le proteine vegetali, il tocoferolo e un
complesso di ceramidi, hanno invece azioni emollien-
ti e protettive nei confronti della barriera cutanea.
L’insieme di tali componenti dimostra un’azione anti-
batterica i vitro, capace di determinare la morte batte-
rica entro 30 minuti dal suo contatto a diluizioni quat-
tro volte superiori al prodotto di partenza. Al mo-
mento non vi sono dati che possano evidenziare se un
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singolo elemento abbia la specifica attivita battericida,
rispetto a un altro, o sia solo l'insieme di tutte le com-
ponenti a determinarne questo effetto 2 vitro.
Nonostante la ricerca apporti nuovi dati per amplia-
re le conoscenze sulla capacita antimicrobica di
shampoo in ambito veterinario®, lo studio presenta
ancora alcune criticita, ovvero le limitazioni correlate
all’analisi in vitro, il numero contenuto di ceppi testa-
ti e 'impossibilita di separare le singole componenti
dello shampoo per valutarne le specifiche attivita.
Cio nonostante lo shampoo a base di olio di semi di
ribes nero puo essere considerato un antisettico ad
azione locale al pari di altri shampoo caratterizzati
dalla presenza di clorexidina, a differenti percentuali
e/o di Tris-EDTA, la cui azione battericida ¢ gia no-
ta in vitro? e in vive*> .

Anche 1 peptidi naturali e derivati di sintesi, come la
lattoferricina, sono stati testati in passato per eviden-
ziare P'attivita battericida 7z vitro e come possibile altet-
nativa nella terapia topica®>.

I’assenza di crescita batterica fino alla diluizione 1:32
e la presenza di soli due ceppi di SA con crescita >100
UFC/ml dimostrano comunque un rilevante abbatti-
mento della carica microbica che ben depongono a fa-
vore dell’efficacia dello shampoo oggetto dello studio.
In futuro sara interessante poter eseguire uno studio
comparativo nei confronti di antisettici quali la clore-
xidina, per confermarne l’attivita antimicrobica anche
in vivo.
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e |’impiego della shampoo terapia nel trattamento delle piodermiti superficiali € suggerito nel-
le linee guida al fine di limitare I'utilizzo degli antibiotici.

Lo shampoo balsamo testato nei confronti di 50 ceppi batterici ha mostrato attivita batteri-
cida in vitro fino alla diluizione 1:16 compresa.

Gli stafilococchi meticillino-resistenti testati (MRSP) sono risultati sensibili al’azione dello sham-

poo oggetto della ricerca.

Insieme ai prodotti per uso otologico anche lo shampoo dermatologico pud essere utilizza-
to come prodotto ad azione antisettica locale.

| diversi componenti dello shampoo esplicano una sinergica azione battericida.

Si proseguira lo studio del prodotto al fine di confermare I'attivita battericida in vivo.
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In vitro antibacterial efficacy of a based blackcurrant oil shampoo against:
Staphylococcus psendintermedins, Staphylococcns anreus, Escherichia coli

and Pseudomonas aeruginosa

Summary

In the last years the increase of antibiotic resistance has introduced the must of new therapeutic strategies. The use of topical anti-
septic for dogs’ superficial pyoderma has proven equivalent efficacy compared to systenic antibiotic. The aim of this study was to test
the in vitro antibacterial efficacy of a shampoo/ conditioner containing blackcurrant seed oil, piroctone olamine, 18-beta-glycyrrhetinic
acid and ceramides. Fifty bacterial strains, obtained by dogs with superficial pyoderma, were selected. They were represented by: 10
Staphylococeus psendintermedins, 10 Staphylococcus aurens, 10 Staphylococcus psendintermedins methicillin-resistant, 10 Es-
cherichia coli, 10 Psendomonas aeruginosa.

A concentration of 10° UCF/mL of selected bacteria was used for serial dilution in a sterile plate with 96 wells; these were filled
with 100 ul of the tested shampoo (Ribes Pet Shampod® Ultra, NBF Lines, Milan) with progressive dilution from 1:2 to 1:256.
After the incubation at 37°C for 30 minutes, a rate of 10 ul was taken from any single well. Each one was sow on Tryptone Soya
agar with 5% of sheep blood and incubated for 24 hours to evalnate the MIC. The product showed bactericidal activity till a dilu-
tion of 1:16 for all strains. At 1:32 dilution, grown 4 MRSP, 4 P. aeruginosa, 2 S1G ¢ 2 E. coli; at 1:64 dilution, 6 SIG, 6
S. anreus, 4 MRSP, P. aeruginosa and E. coli; at 1:128 dilution were present 4 E. coli, 2 MRSP, S. psendintermedins, S. an-
reus ¢ P. aeruginosa. Finally at 1:256 dilution, 2 strains of S. aurens grown.
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