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/Resistenza antibiotica nei batteri
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Schematic overviow of some of the most important antimicrobial resistant pathogens and the overlap between the different
reservoirs. As indicated some pathogens are strictly confined within the human reservoir, whereas others have a mainly or

partly animal reservoir.
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| BATTERI MULTIRESISTENTI

* Pneumococco resistente alla penicillina
- Stafilococchi MRSA , VISA e VRSA

 Enterococchi VRE

- Enterobatteri produttori di ESBL E KPC
+ Pseudomonas resistenti ai carbapenemici

+ Acinetobacter e S. maltophilia
multiresistenti

M. Tuberculosis MDR/XDR/TDR

- ALTRE RESISTENZE: HIV, Malaria, Miceti
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““Resistenze negli enterobatteri
e BETALATTAMASI: si usano Cefalosporine,

Fluorchinoloni, Betalattamine protette

/

® ESBL.: siusano Meropenem, Imipenem, Ertapenem

/

® KPC: siusano Colimicina, Gentamicina, Meropenem,
Tigeciclina

o

BATTERI PANRESISTENTI



BETA LAM

Alcune beta lattamasi inattivano solo un
piccolo numero di ATB

Altre hanno uno spettro esteso a tutte le
penicilline e tutte le cefalosporine es.
cefuroxime, ceftriaxone (ESBLs). Di solito
queste sono su plasmidi e possono passare
da un batterio ad un altro

Inoltre possono trasportare la resistenza ad
altri antibiotici es.ciprofloxacina.



CARBAPENEMASI

Le carbapenemasi sono B-lattamasi che idrolizzano:

*Penicilline
«Cefalosporine (nella maggior parte dei casi),
«Carbapenemi

La stragrande maggioranza delle carbapenemasi sono
enzimi acquisiti, codificati da geni su elementi trasponibili
situati su plasmidi. Le carbapenemasi sono espresse a
vari livelli e differiscono sia per le caratteristiche
biochimiche che per I'attivita contro specifici 3-lattamici

e |La maggior parte dei ceppi carbapenemasi-produttori sono

resistenti alle cefalosporine a spettro esteso (oxyimino) e
possono avere una ridotta sensibilita ai carbapenemi, ma con
alcuni di questi enzimi (enzimi OXA-48-like), gli organismi
possono apparire sensibili alle cefalosporine. Tuttavia, molti di
guesti isolati esprimono anche enzimi che idrolizzano
cefalosporine, quali CTX-M, e sono resistenti alle cefalosporine.



KPC

ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, Apr, 2001, p. 1151-1161 Yol 45, No. 4
O066-4804D1/50400+0 DOT: 10128 AACASATTI1-1161. 2001
Copyright © 2001, American Society for Microbiology. All Rights Reserved,

Novel Carbapenem-Hydrolyzing [3-Lactamase, KPC-1, from a
Carbapenem-Resistant Strain of Klebsiella pneumoniae
HESNA YIGIT,' ANNE MARIE QUEENAN.? GREGORY J. ANDERSON,'

ANTONIO DOMENECH-SANCHEZ,* JAMES W. BIDDLE,' CHRISTINE D. STEWARD,'
SEBASTIAN ALBERTL® KAREN BUSH,” avp FRED C. TENOVER'

+ Isolata per la prima volta in North Carolina nel 1996
+ Resistente a tutti i p-lattamici

+ Identificata inizialmente in Klebsiella pneumoniae, &
stata poi riscontrata in molti altri membri della famiglia
delle Enterobacteriaceae (K. oxytoca, S. marcescens, E.
coli, S. enterica, C. freundii, Enterobacter spp.) con
diverse varianti

+ II gene che codifica per le KPC si trova su elementi
genetici mobili (plasmidi, trasposoni) e cio aumenta il
rischio di frasmissione.
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Clinical epidemiology of the global expansion of Klebsiella &
pneumoniae carbapenemases
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/ and New Delhi metallo-B-lactamase-1-producing Enterobacteriaceae.
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KPC positive Klebsiella pneumoniae

( NDM-1 positive Enterobacteriaceae )

Molton J S et al. Clin Infect Dis. 2013;56:1310-1318

© The Author 2013. Published by Oxford University Press on behalf of the Infectious Diseases Cllnlcal Infectiﬂus Diseases

Society of America. All rights reserved. For Permissions, please e-mail:
journals.permissions@oup.com.



_ Enterobatterie

K. pneumoniae KPC+ K. pneumoniae MBL+

Antibiotico | MIC mg/L (S5/I/R) Antibiotico | MIC mg/L (5/1/R)

Ampicillina Ampicillina
Amoxi-Clav Amoxi-Clay
Piperacillina Piperacillina
Pip-Tazo Pip-Tazo
Cefotaxime Cefotaxime
Ceftazidime Ceftazidime
Cefepime Cefepime
Imipenem Imipenem
Meropenem Meropenem

Ertapenem Ertapenem

Healthcare
Diagnostics. All rights
reserved. Page 16




Test immunocromatografico
per la ricerca delle

Carbapenemasi

RAPID & ACCURATE
CARBAPENEMASE
DETECTION

Lateral-figw imsturochramatogrspby assay ks for
rapd, accurate, cost-affectve ang psar friengly

ndenlificatizns of Carbepenemase profucing
organisms (CP3s) directy frem calture calenies.

NG-Test CARBA 5
'S == £

Evaluation of the NG-Test
CARBA 5 multiplex
iImmunochromatographic assay
for the detection of

KPC
OXA-48-like
NDM

VIM

IMP
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Carbapenemasi piu importanti da un punto di vista epidemiologico

Classe B, metallo beta-lattamasi

Classe A

Classe D

IMP (imipenemasi)

KPC
(K. pneumoniae carbapenemasi)
e I'enzima pia importante sia da
un punto di vista clinico che
epidemiologico

2E

Carbapenemasi
tipo OXA

20E

VIM
(Verona integron-encoded metallo-beta-
lattamasi)

SME
(Serratia marcescens enzyme)

NDM-1
(New Delhi metallo-beta-lattamasi)

NMC-A/IMI

(not metallo enzyme
carbapenemase /imipenem-
hydrolysing beta-lactamase)

GES
(Guiana extended spectrum)




Fermentation

Cobalamin

biosynthesis

Cysteine metabolism
Folate biosynthesis

Oxidative
phosphorylation

Lipopolysaccharide
biosynthesis

Flagellar assembly

Glycan foraging | Folate biosynthesis  Steroid hormone Reduction in
Vitamin Vitamin By, biosynthesis fermentation
biosynthesis biosynthesis RNA degradation capacity

Bacterial Diversity

Diet-related metabolism
Western
Glutamine degradation
Amino acid degradation
Simple sugar catabolism
Vitamin biosynthesis
Xenobiotic metabolism
Bile salt metabolism
Non-Western
Glutamate synthase
Alpha-amylase

12
Age (yr)

Lynch SV, Pedersen O. N Engl J Med 2016;375:2369-2379.
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Microbiota alterato

Paziente
colonizzato da

patogeno
altamente
proliferante

Trasmissione ad
altri pazienti

Paziente

L~

Infezioni gravi e
Mortali se immunocompromesso
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Klebsiella pneumoniae as a key trafficker of drug
resistance genes from environmental to clinically

important bacteria
Kelly L Wyres and Kathryn E Holt

Klebsigila pneumoniae is an opporiunistic bacterial pathogen
known for its high frequency and diversity of antimicrobial
resistance (AMR) genes. In addition to being a significant
clinical problem inits own right, K. pnreumoniae is the species
within which several new AMR genes were first discovered
before spreading to other pathogens (e.g. carbapenem-
resistance genes KPC, OXA-48 and NDM-1). Whilst K.
prneumoniae’s contribution to the overall AMR crisis is
impossible to guantify, current evidence suggests it has a
wider ecological distribution, significantly more varied DMNA
composition, greater AMR gene diversity and a higher
plasmid burden than other Gram negative opportunists.
Hence we propose it plays a key role in disseminating AMR
genes from environmental microbes to clinically important
pathogens.

Address

Department of Biochemistry and Molecular Biology, Bio21 Molecular
Science and Biotechnology Institute, University of Melbourne,

30 Flemington Rd, Parkville, Victoria 3010, Australia

Comesponding author: Wyres, Kelly L (kwyres@unimelb. edu.au)

Current Opinion in Microbiology 2018, 45:131-1392
This review comes from a themed issue on Amtimicrobials
Edited by Gilles van Wezel and Gerard Wright
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more antibiotics, and individual strains have accumu-
lated resistance to many addidonal drugs [1]. The Gram
negative ESKAPE pathogens are considered the great-
est threat, due to the emergence of strains that are
resistant to all or most available antibiotics [2°°]. Accu-
muladon of AMR in these organisms is primarily due to
horizontal gene transfer (HG'T) aided by plasmids and
mobile genetic elements [1]. The catalogue of known
mobile AMR genes subject to HGT amongst Gram
negative pathogens numbers in the hundreds [3]. The
origins of the AMR genes themselves are environmental
bacteria ( particularly soil bacteria), assumed to be those
which have co-evolved with the relevant antimicrobial
producing organisms for millennia [4-6]; however there
is typically a lag of several years between the clinical use
of a drug and the arrival of relevant mobile AMR genes
in human pathogen populations [7]. Hundreds of mobile
AMR genes have been found in K. prewmoniae [8.9], the
species associated with the earliest reports of many
AMR genes before their dispersal amongst other clini-
cally relevant Gram negatives. Here we discuss this
phenomenon in dertail, and then explore what is cur-
rently known about K. pmesmonise ecology and its
genome plastcity, arguing that these characteristics
position the species as a key amplifier and spreader of
AMR genes from environmental sources to human
pathogren populations.
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(a) Ecological distribution from 16S rRNA studies
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K. pneumoniae strains
acquire AMR genes and
plasmids in all niches,

which they can carry betweaan
niches and donate to other
human pathogens.

K. pneumoniae

Other species

)
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Canrrent Oypinion in Microbiology

Model for AMR gene and plasmid trafficking by K preumoniae. Individual K preumoniae strains can move between niches in the environment,
human and/or animal hosts, carrying with them acquired AMR genes and/or plasmids. Strains can move from the environment to human/animal
hosts via comtact or consumption of contaminated water sources or plant matter; between human and animal hosts via contact or consumption;
and from hosts back to the environment via effluent or sewerage. K. pneumoniae strains can receive or donate plasmids via HGT with a diverse
array of donor species in any of these niches, providing a pathway for transfer of AMR genes from environmental microbes to human pathogens.




. : *Tampone rettale
e Paziente Colonizzato -Urine

Tampone tracheale

e Paziente Infetto » -



SORVEGLIANZA ATTIVA
Screening con tamponi di sorveglianza

e Pazienti in ingresso in UTI, RRF, Ematologia, Nefrologia , NCH,

medicina fisica e riabilitazione

* “ contatti “ di pazienti colonizzati /infetti

e Pazienti provenienti da altre strutture assistenziali

La diagnastica microbiologica aluta a controtlare |a diffusione
dei battern antiviotico-resistenti

H panienme colomitzato & bottert MOR
deve sstere pestito s meds da seimare

la srasmiisione Sl Satseri MOR aghl

Ricerca sentinella:

1. Enterobatteri resistenti ai
carbapenemi ( CRE)

2. Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter MDR

3. Stafilococco aureo MR ( MRSA)

4. Enterococchi resistenti ai
glicopeptidi( VRE )



" Semina su terreni cromog gen

BATTERI 1. Enterobatteri tipo KPC
GRAM NEGATIVI 2. Pseudomonas MDR
3. Acinetobacter MDR




Germi Sentinella

Germi sentinella gen-mar 2019
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Refertazions

Tampone rettale

:

Semina diretta su terrem
cromogeni

|

| POSITIVO |

l

Test rapidoe immunocromatografico su
card “CORIS Bio Concept”™ per
rilevazione presenza Carbapenemasi
KPC direttamente da colonia
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Inserimento
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computer
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Tamponi rettali sorveglianza
2011-2018
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Sepsi da KKPC SEPSI da KPC
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COMPITO del LABORATORIO di
MICROBIOLOGIA

ISOLARE il
MICRORGANISMO
RESPONSABILE
del'INFEZIONE

IDENTIFICARE IL
MICRORGANISMO a
LIVELLO di SPECIE

scifair _INSIDE

ESPRIMERE la
SENSIBILITA'
BATTERICA secondo i
CRITERI ORIENTATI
alla TERAPIA

\




y ANTIBIOGRAMMA: cos’e? —

Test in vitro eseguito per rilevare la presenza o I'assenza di
resistenza di un isolato batterico ad una serie di antibiotici

utilizzabili per il trattamento dell'infezione sostenuta da
quellisolato.

» Cos'e?

» Acosa serve?

» Come e quando sifa ?

» Come si interpreta ?

» Meccanismi di resistenza

Cos’e
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«Dal punto di vista del clinico I'antibiogramma € considerato spesso piu

importante dell’identificazione del patogeno»
(J.D Turnidge, Manual clinical
microbiol, ASM press, 2016)

» TERAPIA MIRATA: Predire 'outcome della terapia con l'antibiotico testato.

» SORVEGLIANZA monitoraggio esempio CRE

» EPIDEMIOLOGIA terapia empirica nelle infezioni gravi

A cosa serve
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- ANTIBIOGRAMMA: quando si fa?

» Quando il microorganismo puo essere coltivato (es.: No per
Chlamydia, no per Micoplasmi)

» Quando esistono precise linee guida per farlo (es.: No per
Legionella pneumophila, batteri esigenti etc.)

» Quando il microorganismo isolato ha o puo avere un
significato clinico (es.: No per CoNS da campioni respiratori)

» Si ripete quando il microorganismo puo acquisire resistenza
durante la terapia (es.: Pseudomonas aeruginosa)

Quando



~— QUANDO ESEGUIRE un ANTIBIOGRAMMA

Antibiogramma utile - Antibiogramma inutile

Un antibiogramma e INUTILE

* Quando il microrganismo isolato non puo essere
ragionevolmente considerato responsabile di una infezione nel

sito in cui il campione € stato prelevato (FLORA COMMENSALE o
CONTAMINANTE: Streptococchi orali o H. parainfluenzae isolati da

secrezioni bronchiali) 0 quando il n® di CFU/ml ¢ inferiore alla
soglia significativa (nelle urine o nelle secrezioni bronchiali).

* Quando il patogeno isolato appartiene ad una specie che e
costantemente SENSIBILE ad un trattamento standard, o
per la quale non esiste una correlazione fra l'attivita /n vitro

ed /n vivo.

* In quelle infezioni cutanee dove ¢ indicato un frattamento

fopico o chirurgico.




ANTIBI%W

 Metodi genotipici : test in biologia molecolare
rilevano i geni di resistenza (es.: KPC, mecA, vanA)
Non ho antibiogramma

 Metodi fenotipici = antibiogramma
»Qualitativi: “Sensibile”, “Resistente”, “Intermedio”

»Quantitativi: MIC”

Come



e ANTIBI%W
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... In ogni caso si parte da una coltura pura o da una colonia
isolata e ci vogliono 24 h.... per ottenere la MIC




Concentrazione Minima di Antibiotico in grado di
Inibire, In condizioni sperimentali prefissate,
ogni segno visibile di crescita del microorganismo

Conoscere 1 valori di MIC, In genere,
e importante per impostare la terapia

di infezioni gravi o difficili da trattare

(es. endocardite, meningite, sepsi, infezioni da MDRO, infezioni
nell’ospite immunocompromesso etc)
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MIC: come st determina —

» Diluizione in brodo — Macrometodo
» Diluizione in brodo — Micrometodo
» Agar diffuzione : Kirby Bauer

» E-test (gradient-diffusion)

> Strumenti automatici

Come



Misura dell’alone di inibizione

Cos’@é Acosaserve Quando Come Interpretazione Resistenza
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/ ad esempio: gentamicina vs Pseudomonas spp

Cos’@é Acosaserve Quando Come Interpretazione Resistenza
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Kirby Bauer
Metodo Qualitativo

MIC

Metodo
Quantitativo

-

Source: Pharmacotherap: 09 Pharmacotherapy Publications

E-Test

Metodo
quantitativo
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e Diluizione in- — macrome

: ad esempio: meropenem vs Pseudomonas spp
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— | breakpoints clinici

Reference MIC/zone values for
interpretation of the results of in vitro
susceptibility testing

-

Definizione di categorie di sensibilita
(S/I/R) riferite all’uso clinico

| breakpoints clinici sono definiti da
specifici comitati




EUROPEAN COMMITTEE
EUCAST o

SUSCEPTIEBILITY TESTING
EUropean ]-:-'.:ir.'.= af Chimical M

leragiolagy ard Infectious Uiseasss

MIC breakpoints — the reference for
routine susceptibility testing methods

X,

Gunnar Kahlmeter

ECCMID 2010
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EUROPEAN COMMITTEE
E U CA S T ON ANTIMICROBIAL
SUSCEPTIBILITY TESTING

European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

S= sensibile, il livello di attivita dell’antibiotico nei
confronti del microrganismo e associato ad una elevata
probabilita di successo terapeutico

R= resistente, il livello di attivita dell’antibiotico nei
confronti del microrganismo e associato ad una elevata
probabilita di fallimento terapeutico

I=intermedio, il livello di attivita dell’antibiotico nei
confronti del microrganismo e associato ad un effetto

terapeutico incerto. Non é escluso che linfezione possa essere
trattata appropriatamente in distretti corporei in cui fl farmaco e
attivamente concentrato o utilizzando alti dosaggi
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SCELTA DEL SISTEMA DI BREAKPOINT PER L'INTERPRETAZIONE DEI SAGGI DI SENSIBILITA AGLI ANTIBIOTICI

Il Comitato di studio per gli antimicrobici (CoSA) di AMCLI raccomanda 'adozione del sistema di
breakpoint EUCAST per l'interpretazione dei saggi di sensibilita agli antibiotici.

Il Comitato raccomanda di procedere rapidamente all'adozione del huovo sistema di breakpoint EUCAST
per l'interpretazione dei saggi di sensibilita agl antibiotici nei laboratori di Microbiclogia Clinica italiani.

A questo riguardo si raccomanda:

a) di procedere quanto prima allimplementazione del sistema di breakpoint EUCAST nelle
apparecchiature automatiche per I'esecuzione dell'antibiogramma (anche se card/pannelli ottimizzati
per EUCAST non fossero ancora disponibili);

b) di condividere le informazioni relative al cambiamento del sistema di interpretazione con tutte la parti
interessate (colleghi delle discipline cliniche, direzione sanitaria, C1O, farmacia ospedaliera);

c) di adottare il nuovo sistema al pid tardi entro gennaio 2011.

Comitato di Studio AMCLI per gli Antimicrobici (CoSA)
Giovanni Gesu, Francesco Luzzaro, Laura Pagani, Gian Maria Rossolini, Mario Sarti, Stefania Stefani, Pietro
Emanuele Varaldo
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RICERCA GERMI SENTINELLA;
Sone stati ricercati Entercbatier] Carbapenemasi Produttori{C.R.E.), Pseudomonas e Acinetobacter multiresistenti (M.D.R.)

Materiala in esame: Tamp. reftale di sorveglanza
Test rapid o conferma Carbapenemasi (IC

i P Hiey POSITIVO
Swiluppo it

po Klebsiella preumoniae

TEST DI SENSIBILITA

ntmpretaziong seconds Linse Guida ELGAST
la; § = Sensibile, i = Real 1 = Intesrnediio, SO0 = Sansiblle Oose Dipendante

1. HKlabsialla pnoomonidae

fAaneibioeics | 1 |
| | I
| Er capangm | [ =1, 004 mg/L |
| Tigeayclina | 5 i S ngiL |
|Anoxicillina/Ac. Clavelanico | R e =g/L |
|Anikacina | R =16, DOG =q/L |
|Coftazidine | [ =g, OO3 e/l |
|ciproflonacing | i w1, 000 oL |
|Cetepims | R =g, 000 ngi/L |
|colistina | 5 am} ng/L |
|Cefotaxime | i3 »=6d, DA ng/L |
|Gentamisina i s =2 ngfL |
|Levallosasina 1 i =1, 000 ngiL |
|Meropenan ] " an3g, 00d ngfL |
|Piparagillina/Tazobactam i R ==16, DD nglL |
|Trimethoprin/Selfamatosiazolo i i =476 g L |
Pobramicina | i ETE T masL |
nepicilling 1 i =l Q0 maiL |
| 1 |
State della richissta: Complata
Mobe: produttore di carbapanzamesi; [a terapia con carbapenemi
patrebbe risultare scarsamenie afficace

o nefficente anche se "in vitro® il ceppo appare sensibile,
Mel caso in cut &) intendano utilizzare tali nacl si raccomanda
una preventiva consulensa con un esperto di terapia antibiotica.




European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters
Version 6.0, valid from 2016-01-01

Enterobacteriaceae 5
Pseudomonas spp. 10
Stenotrophomonas maltophilia 15 Lin
Burkholderia cepacia - Lin
Acinetobacter spp. 16
Staphylococcus spp. 21
Enterococcus spp. 26
Streptococcus groups A, B, Cand G 31
Streptococcus pneumoniae 36
\iridans group streptococci 41
Haemophilus influenzae 46
Moraxella catarrhalis 51
Neisseria gonorrhoeae 56
Neisseria meningitidis 61
Gram-positive anaerobes 66
Clostridium difficile 71
Gram-negative anaesrobes 72
Helicobacter pylori 76
Listeria monocytogenes 77
Pasteurella multocida 78
Campylobacter jejuni and coli 80
Corynebacterium spp. 81
Mycobacterium tuberculosis 83
PK/PD (Non-species related) breakpoints 84




1:2 1:2

N N/
4 meg/miL 2 meg/mlL
Penicillins® MIC breakpoints Fluoroquinolones MIC breakpoints
(mgl/L) (mg/L)

S < R > ATU S=< R > ATU
Benzylpenicillin » = Ciprofloxacin 0.25 0.5 0.5
Ampicillin gt 8 Ciprofloxacin, Salmonella spp.* 0.06 0.06
Ampicillin-sulbactam g2 82 Pefloxacin (screen), Salmonella spp.! NA NA
Amoxicillin 8! 8 Levofloxacin 0.5 1
Am oxicillin-clavulanic acid gLs 8 Moxifloxacin 0.25 0.25
Am oxicillin-clavulanic acid 3213 323 Nalidixic acid (screen) NA NA
(uncomplicated UTI only) Norfloxacin (uncomplicated UTI only) 0.5 1
Piperacillin 8 16 Ofloxacin 0.25 0.5
Piperacillin-tazobactam g* 16* 16
Ticarcillin 8 16
TlcarC|I.I|r.1—cIavuIan|c acid g8® 5 1635 EnteI‘ObaCteraJeS*
Temocillin Note Note

Expert Rules and Intrinsic Resistance Tables
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Nota esplicativa nel referto microbiologico in caso di
enterobatteri
con produzione di ESBLs

“Ceppo produttore di beta-lattamasi a spettro esteso (ESBL);
ad eccezione dei carbapenemi, la terapia con beta-lattamici
(incluse cefalosporine a spettro esteso, aztreonam e
combinazioni con inibitori) potrebbe risultare scarsamente
efficace o inefficace anche se in vitro il ceppo appare sensibile
a questi farmaci.

Nel caso in cui si intendano utilizzare tali farmaci si
raccomanda preventiva consulenza con un esperto di terapia
antibiotica.

[ ceppi produttori di ESBL possono causare epidemie
intraospedaliere; si raccomanda 'adozione di procedure di
infection control per limitarne la diffusione.”



Nota esplicativa nel referto microbiologico in caso di
enterobatteri
con produzione di carbapenemasi

« 5 3 .
Ceppo produttore di carbapenemasi; la terapia con

carbapenemi potrebbe risultare scarsamente efficace o
inefficace anche se in vitro il ceppo appare sensibile a
questi farmaci.

Nel caso in cui si intendano utilizzare tali farmaci si
raccomanda preventiva consulenza con un esperto di
terapia antibiotica.

[ ceppi produttori di carbapenemasi possono causare
epidemie intraospedaliere; si raccomanda 'adozione di
procedure di infection control per limitarne la
diffusione.”



«
Enterococchi vancomicina resistente ( VRE ) : meccanismo di

resistenza ad alto rischio di diffusibilita.

Si raccomanda 'adozione di utilizzare le procedure standard e da
contatto per prevenire la diffusione del microorganismo.”



Urocoltura

Urocoltura da mitto intermedio

Urocoltura da catetere

Urocoltura da stomia ( pos > 10.000 UFC/ml)

Valori positivi : > 100.000 UFC/ ml
Fino a 2 ceppi si identificano
Da 3 ceppi diversi : Flora microbica mista



; inire a priori le caratteristiche di accettabilita

di trasporto dei campioni biologici

Tempo tra Posizione dei
raccolta e campioni (Ad
consegna es. Verticale)

Pretrattamento Medium di
del campione trasporto

Temperature
min-max




Temperatura

= False negativita ‘
False positivita

Medium

trasporto LEpe
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Infezioni del tratto urinario

Le urine non devono essere conservate a temperatura
ambiente oltre i 30 minuti.

Devono essere poi messe in frigoriferoa 4~ C oppure
conservate con acido borico

Dopo un test di screening positivo si procede ad
esame colturale

Negativi: referto in giornata

Non va chiesto al laboratorio di riportare qualunque
sviluppo senza un dato clinico indicativo



Urocoltura

Citofluorimetro nel laboratorio di
chimica-clinica che esegue I’esame
urine standard e ’'urinocoltura

Semina delle urine in Chromagar
Con ansada 1l con tratto da
semina per conta

Incubazione a 37°
C per 24h

Lettura

Le urinocolture positive vengono / \
trasportate in microbiologia dove

vengono processate

Negativa: Positiva:
<100.000 UFC/ml >100.000 UFC/ml

Identificazione e
antibiogramma

Escherichia coli

e

Morganella morgani

e

Klebsiella pneumoniae




Clark A E et al. Clin. Microbiol. Rev. 2013;26:547-603

"MALDI-TOF
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‘Chiusura del

vuoto

Piastra
dove &
depostoil
campione

PRINCIPIO del MALDI-TOF

\\.

G

Sistema del vuoto

Rete di
accellerazione

Campione immerso
nella matrice

Rilevatore ionico

Spettro di massa

L |

Lo spettro di massa riflette essenzialmente
le molecole dell‘analita



Proteins Profiling

R S L L MY L L M

MALDI MS Peptide/Protein
Fingerprint




UROCOLTURE

Urocolture gen-mar 2019

FLO J 445

% FLO 14%
POS 3.172
% POS 29%
] 2.000 4.000 6.000 8.000 10.000 12.000 Urocolture gen-ma r2019
31
PZLTCF 251
389
278
PZ ESTERNI 2.083
7.856
111
PZ INTERNI 838

2.703

0 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 6.000 7.000 8.000 9.000

FLO mPOS ETOT



UROCOLTU

Urocolture gen-mar 2019

PZLTCF 12% 389

PZ ESTERNI 13% 7.856

s | 1 | 27

0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%

H%NEG m%POS = %FLO

N 3 Urocolture: enterobatteri
Urocolture germiisolati

1%
1% 6%
W e
! 3 R

® ENTEROBATTERI u SERRATIA
u PSEUDOMONAS 14% = PROVIDENCIA
= CANDIDA PROTEUS

= MORGANELLA
= ENTEROCOCCHI

= KLEBSIELLA
m STAPH COAGUL. NEG R

m STAPH AUREUS

m STREP. AGALACTIAE
74%/

= CITROBACTER




E. coliisolato in Urocolture gen mar 2019

Piperacill/Tazobact I .
Tigecyclina | ——
Armpici i rva

Cefepime | I

Leworloxa cinc |
Ceftazidime I
Trimethoprim/Sulfame | e I
Amikacing [ |
higailenese»: |

TT7C re 11 |

Gentamicing | A
Cefotaxime I
Meropenarm |

0% 10%  20%  30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

W SENSIBILE INTERMEDIO B RESISTENTE



Amikacina

Amoxicillina/clavul
Cefotaxime
Ceftazidime
Ciprofloxacina
Colistina
Ertapenem
Gentamicina
Meropenem
Piperacill/Tazobact
Tigecyclina

ESBL screen

o
ES

W SENSIBILE

175

E. coli Pz Esterni
gen-mar 2019

20% 30% 40% 50% 60%

INTERMEDIO W RESISTENTE

Escherichia coli

Amikacina
Amoxicillina/clavul
Cefotaxime
Ceftazidime
Ciprofloxacina
Colistina
Ertapenem
Gentamicina
Meropenem
Piperacill/Tazobact
Tigecyclina

ESBL screen

o

Profili di resistenza degli isolati di E. coli in campioni clinici
ESTERNI: 1470

E. coli Pz. LTCF
gen-mar 2019

% 108 2006 30% 40% 50% 608 70% B80% 90% 100%

W SENSIBILE INTERMEDIO M RESISTENTE



Resistenze in Escherichia coli
Stratificate per eta

Ciprofloxacina Amoxi/clavulanico
2018 - 8700 ceppi 2018 -8700 ceppi

2029 l 2186 2044
1326 1351
687 l il

TOT0-20 R  TOT21-50 R  TOT51-70 R TOT 71- R TOTo-20 R TOT 21- R TOT 51- R TOT - R
100 50 70 100




Cefotaxime
2018 - 8700 ceppi

Resistenze in Escherichia coli
Stratificate per eta

Ceftazidime
2018 - 8700 ceppi

TOT 0-20 R TOT 21-50 R TOT 51-70 R

TOT 21-50 R TOT 51-70 R TOT 71- R
100



Pseudomonas aeruginosa

Profili di resistenza degli isolati di Pseudomonas aeruginosa
in campioni clinici

ESTERNI: 133

LTCF: 18

Ps. aeruginosa Pz LTCF
Ps. aeruginosa Pz. Esterni gen-mar 2019
gen-mar 2019

Amikacina |

Amikacina I —
Ceftazidime

Ceftazicime. |
Levofloxacina |

Levofloxacine N
Ciprofloxacina |

Ciprofloxacine
Colistina

Colistina
Gentamicina

Gentamicina N

1

Meropenem I Wieropenem [
Piperacill/Tazobact | Pipe racill/ Tazobact | —

0

2

30% 40% 50%

INTERMEDIO  m RESISTENTE

30% 40% 50%

INTERMEDIO B RESISTENTE

60% 705 B0%



Infezioni tratto genitale
maschile e femminile

/

Ricerche su tamponi uretrali maschili e femminili
Test di stamey

Orchiti ed epididimiti

HPV DNA



531 campioni di urina per ricerca
Micoplasmi/Ureaplasmi in 6 mesi Ricerca direttamente
sulle urine con test

ositivi; 60:
P > OO molecolare

12%

Micoplasmi
Trichomonas

Chlamydia trachomatis
gonococco

negativi; 465;
88%

® pegativi ® positivi



SPECIE DI MICOPLASMI/UREAPLASMI

IDENTIFICATI

36
29
6 I 8
p— -

Mycoplasma Ureaplasma Ureaplasma parvum Mycoplasma hominis
genitalium urealyticum

No antibiogramma: non standardizzato



Infezioni delle vie respiratorie

Tampone Faringeo: ricerca SBA

Haemophylus influenzae , Staphylococcus aureus,
Neisseria meningitidis and Streptococcus pneumoniae
non sono riconosciuti come agenti eziologici di
faringite e non dovrebbero essere identificati o
refertati nei tamponi colturali



Tampone faringeo

* Ricerca streptococco beta emolitico gruppi A, Ce G.
Beta lattamici: SENSIBILI SEMPRE

macrolidi: in alternativa in caso di allergia

Streptococcus pyogenes
2018- 260 ceppi

Claritromicina

Penicillina G

Levofloxacina
Trimethoprim/Sulfame
Eritromicina
Tetraciclina
Clindamicina
Meropenem
Cefotaxime
Ciprofloxacina

Amoxicillina/clavul

R

0 20% 40% 60% 80% 100% 120%

ER ml mS



Infezioni dW

test rapidi

* Legionella : test rapido sulle urine

 Streptococcus pneumoniae : test rapido su urine

* Bordetella pertussis : Test rapido su tampone nasale
* Influenza A e B : Test rapido su tampone nasale



Paziente esterno

Infezione respiratoria ipotesi

*1° valutare la stagionalita _ Testrapido
immunocromatografico
* Se sospetto influenza e/o Molecolare

Influenza A e Bersv

Negativo

Positivo

Comorbidita

Es strumentali
Eta

» Eventuale terapia
antibiotica




Infezioni cutaneee —
sottocutanee

Non usare pomate antibiotiche prima di eseguire i
tamponi cutanei

Germi sono: Staphylococcus aureus o Streptococcus

pyogenes
Pseudomonas aeruginosa

Candida albicans e non albicans : no antimicogramma

Ulcere diabetiche : scarso significato



Stafilococco Aureo

MRSA e MISSA




Staphylococcus aureus: % of
I isolates withr
meticillin (MRSA), EU/EEA, 2016

tes proportion (%)

1-=5%
5-=10%
10-<25%
25-=530%
50-<75%

==75%

B N NN E

Mot calculated



“Il risultato di cefoxitina predice il
comportamento di tutti i beta lattamici

che devono quindi considerarsi Sensibili
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Nota esplicativa nel referto in caso di
Stafilococco aureo Meticillino Resistente
(MRSA)

“S. aureus meticillino -resistente ( MRSA) : il
risultato di Cefoxitina predice il risultato di
Cefalosporine; carbapenemi e
betalattamine + inibitori.

Siraccomanda di utilizzare le procedure
standard per prevenire la diffusione del
microorganismo.’



MRSA g4

EAL ERITROMICINA 80
FOSF FOSFOMICINA &

AMEN AMPICILLINA

HLGM GENTAMICINA ALTA RESISTENZA 40

IPMH IMIPENEM .
LVX LEVOFLOXACINA
IJ y_ | e | e AR | o) =] 4558 | =] P AR A AR AR e g
LINE LINEZOLID FOX1 CIPA1 CCAN1 DAP1  EAL1 FOSF1  GM1  LWXH1 LINE1 MOX1 RAPN1 TEC1 TEALT TIGE1T TM1 SXTAl vaalil
MOX MOXIELOXACINA B Sensibile M Intermedio B FResistente
FT FURADANTIN MSSA 325
HLST STREPTOMICINA ALTO DOSAGGIO 80
TEC TEICOPLANINA 60
TEAL TETRACICLINA 40
TIGE TIGECICLINA 20
SXTA TRIMETOPRIM/SULFAMETOSSAZOLO % & & & & & & & & & &8 & & & & &8 & & & & 7
AMCAT FOX1 CIPAT CLA1 CCaN1 DAP1 EALT FOSF1 GM1 LWXH1 LINE1 MOX1 FT1 RAPN1 TECT1 TEAL1 TIGE1 TM1 SXTAT VaalLl
VAAL VANCOMICINA

B Sensbile Il Intermedio [ Resistente



Stafilococco aureus

Cefoxitina
Ciprofloxacina
Clindamicina
Gentamicina
Levofloxacina
Rifampicina
Teicoplanina
Tigecyclina
Trimethoprim/Sulfame

Vancomicina

=

0 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% g90% 100%

EmS nl mR
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TAMPONE PLAGA DA DECUBITO
(Ricerca microorganismi aerobi, anaerobi e miceti)

Materiale in esame Essudato piaga da decubito

Sede prelievo : tallone ds

Esame microscopico diretto:

(Colorazione di Gram) i o
Cocchi gram positivi +
Svilu di:
BEs Staphylococcus avreus
Esame Risultato Unita® Di Misura Valori di Riferimento

boratoric di Microbiologia e Viroclogia

TEST DI SENSIBILITA”
nterpretazione secondo Linee Guida EUCAST

I egenda: S = Sensibile. R = Resistente, | = Intermedio, SDD = Sensibile Dose Dipendente
1. Staphylccoccus aureus
Antibiotico |

|
Moxifloxacins s
Daptomicina S mey S L
Tigecyclina s mag S L.
Clindamicina R mey S L
Ciprofloxacina s mg /L
Eritromicina R mg /L
|cefoxitina 3 mg /L
Gentamicina s mg /L
Linezolid s mog /.
Levofloxacina s mg S L
Rifampicina s mg /L
Trimethoprim/Sul fametossazolo S mog S L.
Tetraciclina s mg S L
Teicoplanina S mgf L
Tobramicina s mg /L
Vancomicina = mg S L
: =}

Note: La sensibilita’ alla cefoxitina indica che il ceppo e’ meticillino sensibile e deve quindi
considerarsi sensibile a tutti | beta lattamici.

“ Resistenza inducibile alla clindamicina

\
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TEST DI SENSISILITA"

Interpretazione secondo Linee Guida EUCAST
L egenda: S = Sensibile. R = Resistente, | = Intermecdic, SDD - Sensibile Dose Dipendente

1. Staphylococcu=s aureus

AntibiotCico 2

Moxifloxacines =

Daptomicina = <=Q,25% mg /L
Tigecyclina s <=0,25 mg S
Clindamicina R

Ciprofloxacina R »>=2,000 mo L
Eritromicina R >=2,000 mog S L.
Cefoxitina = >=2,000 mg /S L
Gentawmicina = 2,000 mg /L
Linezolid S = mg /L
|levefloxacina R >=4, 00C mg S L
Rifampicina = <=0, 5 g S
Trimethoprims/Sulfametossazolo s <=1/729 3/ L
Tetraciclina b 3 »>=2, 0090 me /L
| Teicoplanina = <=1 mear /L
| Tobramicina =8 4,dJ00 mg/s L
|vancomicsina s 1,000 mg /L.

Note: S. aureus meticillino-resistente (MRSA): il risultato _ ) S
di cefoxitina predice il risultato di efalosporine.Carbapenemi, e Beta lattamine + inibitori. i
Si raccomanda di utilizzare le precauzioni standard per prevenire la diffusione del microorganismo.

eferto lirmato digitslmente.

“* Referto compisto ***

Pag. 002 DUPLICATO

Segreteria Labo 0444753421 - Micro 0244753627 - e-mail- laboratario analisi@aulss 8. venelo.it

_DOCIP_DOCIPU_DOCIR_DOC[9098416959]2?09‘2019]0!1'10)’!9 15501 | IPVINMRC7SMO2F382G |Marco ~ve- [ M|O2/08/1975|011019






