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Antibiotico MIC mg/L (S/I/R) 

Ampicillina >   16 (R)
Amoxi-Clav >   16 (R)
Piperacillina >   16 (R)
Pip-Tazo >   64 (R)
Cefotaxime >   32 (R)
Ceftazidime >   32 (R)
Cefepime >   32 (R)
Imipenem 1 (S)
Meropenem 2 (S)
Ertapenem >     4 (R)

K. pneumoniae porin loss* K. pneumoniae OXA-48+*

* Produzione di ESBL associata 

Antibiotico MIC mg/L (S/I/R) 

Ampicillina >   16 (R)
Amoxi-Clav >   16 (R)
Piperacillina >   16 (R)
Pip-Tazo >   64 (R)
Cefotaxime >   32 (R)
Ceftazidime >   32 (R)
Cefepime >   32 (R)
Imipenem 1 (S)
Meropenem 1 (S)
Ertapenem 2 (R)

Importanza clinica ed epidemiologica
(controllo delle infezioni, salute pubblica)

Impostazione terapia basata sull’enzima prodotto

Italia endemica per molte resistenze agli antibiotici



Conferma dei valori di MIC

AB OXA-24 AB OXA-58 KP-VIM-4 KP-KPC KP-CTX-
M+POR-

KP-OXA-48

L’Etest nelle Enterobacteriaceae spesso 
risulta difficile da interpretare!!

Antibiotici «problematici» se saggiati con metodiche alternative 
a quella di riferimento:

- Colistina

- Piperacillina/Tazobactam

- Carbapenemi

- Tigeciclina

- Gentamicina

- Fosfomicina

- Ceftolozano/Tazobactam



Microdiluizione in brodo Pannello Gram-negativi MDR

Sistemi di microdiluizione in brodo per singolo antibiotico



E’ sconsigliato eseguire il test per la produzione di β-lattamasi; in molti Paesi la prevalenza di ceppi
produttori di β-lattamasi è >90%, inoltre il test per la produzione di β-lattamasi presenta problemi
tecnici inerenti la metodica. In questo contesto, potrebbe essere appropriato riportare tutti gli
isolati come resistenti alla benzilpenicillina, ampicillina ed amoxicillina.

Staphylococcus aureus





Principali meccanismi di resistenza
in Staphylococcus aureus

MecA – MecCMecA – MecC

hVISA/VISA/VRSA



La rilevazione degli MRSA deve essere 
effettuata saggiando l’oxacillina, 

mediante disco-diffusione?

Sfumatura interna all’alone
di inibizione
Espressione eterogenea

Crescita confluente fino al 
dischetto
Espressione omogenea

• mecA viene espresso a livelli più alti in presenza di 
Cefoxitina rispetto a Oxacillina

• L’alone di Cefoxitina è più netto (migliore leggibilità)
• Leggere a luce riflessa

La cefoxitina è preferita anche in caso di saggio in microdiluizione in brodo. A causa 
dell’espressione eterogenea della resistenza, l’Oxacillina potrebbe risultare sensibile in 
ceppi meticillino-resistenti.

Esistono dei ceppi mecA positivi che mostrano sensibilità a Cefoxitina e all’Oxacillina, 
nei quali mecA è presente ma non è espresso (OS-MRSA). La loro frequenza è di circa 
il 3%. La rilevazione è basata esclusivamente su metodi molecolari. La reversione in ceppi 
resistenti all’oxacillina potrebbe avvenire in corso di terapie prolungate.



EUCAST = CLSI

CLSI M100, 27th Ed., p.59-60 (2017) 



Difficoltà nell’interpretazione dei risultati: discordanza tra cefoxitina ed oxacillina
Alcuni test molecolari rilevano mecC





Meccanismi coinvolti:
- iperproduzione di β-lattamasi (Sierra-Madero et al., 1988 AAC)
- produzione di meticillinasi (Massida et al., 1992 MDR)
- mutazioni specifiche nelle PBP in prossimità del sito catalitico (Nadarajah, 2006 JMM)



Antibiotic MIC mg/L(S/I/R) 

Cefoxitin
screening Neg

Benzilpenicillina >0.5 (R)

Oxacillina >2 (R)

Gentamicina <=0.5 (S)

Levofloxacina 0.5 (S)

Res. Ind. Clinda Neg

Eritromicina 1 (S)

Clindamicina 0.25 (S)

Linezolid 2 (S)

Daptomicina 0.5 (S)

Teicoplanina <=0.5 (S)

Vancomicina 1 (S)

Tigeciclina <=0.12 (S)

Rifampicina <=0.03 (S) 

Trimet/Sulfam. <=10 (S)

Staphylococcus aureus
Disco Cefoxitina >30 mm (S)

MIC Oxacillina BMD 2 (S) 

Test di conferma

Amoxi/Clav

Amp/Sulb

Ceftriaxone

Pipera/Tazo



Cefoxitina

Oxacillina

Isolato con sensibilità borderline 
per l’oxacillina



Necessità di utilizzare entrambe le molecole per 
comprendere i vari fenotipi coinvolti

Saggiare la MIC per l’oxacillina 



VRSA

Valori di MIC
tra 1 e 2 mg/L



Confronto di AUC del ceppo da 
saggiare con AUC di un ceppo di 
riferimento (Mu3, hVISA)

Valori < 0,9: VSSA
Valori tra 0,9 e 1,3: hVISA
Valori > 1,3: VISA 

Introduzione di un commento per gli isolati con MIC confermata a 2 mg/L per la vancomicina
«Isolato con sensibilità borderline per la vancomicina»





ESBL

AmpC



Screening



Test fenotipici 
di conferma
per ESBL

Controlli di qualità



Cefotaxime

Ceftazidime
+

Clavulanato

Ceftazidime

Cefotaxime 
+

Clavulanato

MIC = 2

MIC = 8

MIC = 0,064 MIC = 0,016

ESBL gradient test



E. coli 
produttore di ESBL:

dischetti con combinazioni
cefalosporina + clavulanato

ESBL 
test = positivo

ESBL
test = negativo         

Test biochimici 
(colorimetrici):
cefalosporina –

cefalosporina + inibitore



Test di sinergia con acido clavulanico
P. mirabilis produttore di TEM-92    P. mirabilis produttore di CMY-16

Aztreonam

CeftazidimeCefotaxime

Ceftriaxone

Test
positivo

Test
negativo Aztreonam

CeftazidimeCefotaxime

Ceftriaxone



Diametro aloni:
ceftazidime, 10 mm; cefotaxime, 10 mm; ceftriaxone, 10 mm; aztreonam, 10 mm

E. cloacae iperproduttore di AmpC + ESBL

In alcuni enterobatteri l'iperproduzione di b-lattamasi inducibili di 
classe C può mascherare la produzione di enzimi plasmidici

Aztreonam

CeftazidimeCefotaxime

Ceftriaxone



Aztreonam

CeftazidimeCefotaxime

Ceftriaxone

Diametro aloni:
ceftazidime, 10 mm; cefotaxime, 10 mm; ceftriaxone, 10 mm; aztreonam, 10 mm

E. cloacae iperproduttore di AmpC + ESBL

Diffusione in agar di Mueller-Hinton:
test di sinergia con acido clavulanico (distanza centro-centro 20 mm)



Salmonella enterica ser. Napoli 
produttore di CTX-M-15

Antibiotico MIC mg/L(S/I/R) 

Amoxi/Clav 4 (S)

Pipera/Tazo 4 (S)

Cefotaxime >64 (R)

Ceftazidime 4 (I)

Cefepime 4 (I)

Ertapenem <=0.5 (S)

Imipenem <=0.25 (S)

Meropenem <=0.25 (S)

Ciprofloxacina 0.016 (S)

Trimet/Sulfam <=20 (S)

Tigeciclina 1 (S)

Salmonella enterica ser. Napoli Isolato da coprocoltura
Pz: bambina di 1 anno con sintomi

gastroenterici 



Nella comune pratica di laboratorio è consigliabile sospettare la
produzione di carbapenemasi in presenza di una ridotta
sensibilità al meropenem:

Meropenem MIC > 0.25 mg/L
(diametro dell’alone di inibizione <= 25 mm)

http://www.amcli.it

Enterobatteri e carbapenemi

EUCAST – July, 2017



Breakpoints S ≤2   R >8

Cut-off epidemiologico WT ≤0.125

Test di Screening

0.125 mg/L



Meropenem  
MIC  ≥ 0.5 mg/L

Diametro ≤ 25 mm

Test di Hodge
modificato

Sinergia con 
Ac. boronico

Sinergia con 
EDTA o 

Ac. dipicolinico

Distorsione
Carbapenemasi
non specificata

KPC
possibile falsa

positività dovuta alla
presenza di AmpC

Metallo
beta-lattamasi

Conferma fenotipica della produzione 
di carbapenemasi negli enterobatteri



Test di Hodge modificato



Test di Hodge positivo Test di Hodge negativo 

*associata produzione di ESBL

Test di Hodge modificato

Klebsiella pneumoniae
OXA-48 *

Klebsiella pneumoniae con
perdita di proteine*

Interpretazione talvolta complessa:
falsi positivi dovuti a ceppi
ahe esprimono ESBL o AmpC
associati a perdita di porine



Test con EDTA = positivo Test con acido boronico: positivo

IMP

EDTA

Test di sinergia mediante approssimazione
Isolato produttore di MBL           Isolato produttore di KPC

Carbapenemasi: test fenotipici di conferma

IMP MER

BOR



MEM MEM + DPA

MEM + BORMEM + CLO

Test di sinergia
mediante dischi di combinazione
 MBL: BOR -, DPA +
 KPC: DPA -, BOR +
 OXA-48: DPA -, BOR – CLO -

MBL KPC

Carbapenemasi: test fenotipici di conferma
Gli enzimi di tipo OXA non 
hanno inibitori specifici.
Gli isolati produttori di 
OXA-48 hanno elevati livelli
di resistenza per la Temocillina
(MIC≥128 mg/L, diametro di 
inibizione <11 mm)

Avibactam come possibile 
inibitore

Per la positività del test si valuta la differenza dei diametri di
inibizione (≥5 mm) dei dischi col meropenem in combinazione rispetto
a quello col meropenem da solo



Nel caso di Pseudomonas spp. resistente all’imipenem, una riduzione
della MIC dell’imipenem > 3 diluizioni in presenza di EDTA è valutata
come un risultato positivo

IPM

+ EDTA

IPM

+ EDTA

IPM

+ EDTA

MBL IMP-1                   Phantom zone                  MBL IMP-13    

Etest MBL: sinergia tra imipenem e EDTA



Impiego previsto: screening in vitro dei batteri produttori di 
carbapenemasi (validato per enterobatteri e Pseudomonas aeruginosa)

Test basato su idrolisi di:
- imipenem

Il viraggio dal rosso al giallo 
indica la positività del test

Applicabile su:
- Urine
- Emocolture
- Colonie da terreno agarizzato

Non validato per Acinetobacter



RAPIDEC ® Carba-NP test

1. RAPID:
• Direct detection performed on colonies
• Evaluate the color change
• Approved for Enterobacteriaceae, 

Pseudomonas aeruginosa and 
Acinetobacter

2. ACCURATE and HIGH VALUES of 
SENSIBILITY AND SPECIFICITY (97.8%)

Carba-NP POSITIVE
carbapenemase-
producing isolate

Carba-NP 
NEGATIVE

Results in 30’-2 h



2017



VALUTAZIONE DEL KIT RESIST-3 O.K.N K-SET (CORIS BIOCONCEPT) PER LA 
RILEVAZIONE DELLE CARBAPENEMASI NEGLI ENTEROBATTERI

Poster 070

Identificazione del determinante di
resistenza

Rilevazione di KPC, NDM ed OXA-48
da isolati su coltura in agar

Risultato in 15 minuti

Non rileva le VIM



KPC + AB

KPC

S

Isolato produttore di carbapenemasi (KPC):
spettrometria dopo aggiunta di acido boronico
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MBL + EDTA

MBL

S

Isolato produttore di carbapenemasi (MBL):
spettrometria dopo aggiunta di EDTA



Antibiotico MIC mg/L(S/I/R) 

ESBL Pos

Amoxi/Clav >32 (R)

Pipera/Tazo >64 (R)

Cefotaxime >4 (R)

Ceftazidime >16 (R)

Cefepime >8 (R)

Ertapenem >4 (R)

Imipenem 8 (I)

Meropenem >8 (R)

Amikacina <=1 (S)

Gentamicina <=0.5 (S)

Ciprofloxacina 4 (R)

Trimet/Sulfam <=10 (S)

Tigeciclina 0.5 (S)

Colistina 0.5 (S) 

Klebsiella pneumoniae

Trasmissione materno-infantile di 
K. pneumoniae produttore di KPC

Madre colonizzata da K. pneumoniae KPC e trasmissione 
ai due gemelli durante il parto.

L’ urina delle madre era positiva a bassa carica
(≈103 CFU/ml) per K. pneumoniae KPC.

Lo stesso ceppo è stato riscontrato a livello placentare 
e dai tamponi rettali di screening  dei gemelli.
I ceppi presentavano lo stesso profilo genetico in 
seguito a sequenziamento completo del genoma.

Il rapido riconoscimento di K. pneumoniae KPC, anche 
se a bassa carica da urine, ha permesso una pronta 
comunicazione al reparto in modo da evitare una 
diffusione del microrganismo in ostetricia  



C. braakii

K. pneumoniae

Paziente ricoverato in Terapia intensiva, nessun
ricovero precedente (proveniente dal domicilio),

tamponi da ulcera e rettali positivi per 
C. braakii (prima) e K. pneumoniae (dopo)

PRIMO ISOLAMENTO
DI CITROBACTER BRAAKII

PRODUTTORE DI KPC

Poster P071

MER+BOR

MER+BOR



NDM in our experience

Antibiotico MIC mg/L(S/I/R) 

Pip/Tazo >128 (R)

Ceftriaxone >64 (R)

Ceftazidime >64 (R)

Cefepime >64 (R)

Ertapenem >8 (R)

Imipenem >16 (R)

Meropenem >16 (R)

Amikacina >64 (R)

Gentamicina >16 (R)

Ciprofloxacina >4 (R)

Tigeciclina ≤0.5 (S)

Colistina ≤0.5 (S) 

Klebsiella pneumoniae-NDM-1

Two indipendent imported cases:

Case #1 – Italian child (2 years old) of African
origin,involved in a traffic accident,
hospitalized at the Cairo Hospital (Egypt).
In Italy, NDM-producing K. pneumoniae (ST15)
wasisolated from the culture of the drainage fluid
linked to abdominal surgery.
He was discharged in good conditions after 25
days of hospitalization

Case #2 – Italian citizen (63 years old) developed
an acute respiratory syndrome during a cruise in
the Red Sea and was then hospitalized at the
Red Sea Hospital of Hurghada (Egypt).
In Italy, NDM-producing K. pneumoniae (ST11)
Was isolated from the culture of respiratory
secretions (together with A. baumannii and
S. maltophilia). Later, he developed sepsis caused
by NDM-producing K. pneumoniae.
He was discharged in stationary conditions after
61 days of hospitalization

Principe et al., JGAR 2017



Antibiotico MIC mg/L(S/I/R) 

ESBL Pos

Amoxi/Clav >16 (R)

Pipera/Tazo >64 (R)

Cefotaxime 4 (R)

Ceftazidime <=1 (S)

Cefepime 2 (I)

Ertapenem <=0.5 (S)

Imipenem <=0.25 (S)

Meropenem <=0.25 (S)

Amikacina <=2 (S)

Gentamicina <=1 (S)

Ciprofloxacina <=0.25 (S)

Trimet/Sulfam <=20 (S)

Tigeciclina ≤0.5 (S)

Colistina ≤0.5 (S) 

Klebsiella oxytoca

Ceftazidime (E-Test) 0.75 (S)

Cefepime (E-Test) 3 (I) 

Cefoxitina (Disco) 6 mm (R)

Test di conferma

Meccanismo di resistenza presunto:
Iperespressione di K1



ESBL

Antibiotico MIC mg/L(S/I/R) 

Ceftriaxone 16 (R)

Cefotaxime 2 (I)

Ceftazidime 0.5 (S)

Cefepime 4 (I)

Aztreonam 64 (R)

Imipenem <=0.25 (S)

Meropenem <=0.25 (S)

Amikacina 1 (S)

Gentamicina 0.5 (S)

Ciprofloxacina 32 (R)

Klebsiella oxytoca K1+++

CTX

ATM

CAZ

CRO

AMC

Dr F. Luzzaro, Firenze - 2003



Antibiotico MIC mg/L(S/I/R) 

ESBL Neg

Pip/Tazo >64 (R)

Amoxi/Clav >16 (R)

Cefotaxime 2 (I)

Ceftazidime <=1 (S)

Cefepime 16 (R)

Ertapenem 4 (R)

Imipenem 0.5 (S)

Meropenem 1 (S)

Amikacina >32 (R)

Gentamicina >8 (R)

Ciprofloxacina >2 (R)

Tigeciclina >4 (R)

Colistina >8 (R) 

Klebsiella pneumoniae

ERT

IMI

FEP

COL

MER

CAZ

CTX

Meccanismo/i di resistenza presunto/i 
non rilevabile/i con metodi fenotipici





Em. Infect. Dis. 2016

Resistenza alla colistina
«Recently, it was discovered that MCR-enzymes are dependent on zinc for their
hydrolysis, and that zinc chelation can therefore inhibit their activity. Inhibition
tests based on EDTA or dipicolinic acid are therefore expected»

(EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms and specific resistances of clinical 
and/or epidemiological importance - July, 2017)



Test fenotipici alla portata di tutti: 

- costi contenuti

- manualità minima

- tempi di risposta da minuti a 24 ore

- Interpretazione a volte problematica

- In futuro, necessità di caratterizzare la tipologia enzimatica

Antibiotico ESBL CRE MDR
Pseudomonas

MDR
Acinetobacter

Cefiderocol SI KPC e NDM SI SI

Ceftolozane/Tazobactam SI NO SI NO

Ceftazidime/Avibactam SI KPC e OXA-48
(NO MBL) SI NO

Ceftaroline/Avibactam SI KPC e OXA-48
(NO MBL) NO NO

Aztreonam/Avibactam SI MBL SI NO

Meropenem/Vaborbactam SI KPC NO NO

Imipenem/Relebactam SI KPC e OXA-48
(NO MBL) NO NO

Plazomicin SI KPC
(NO NDM) NO NO

Everacycline SI KPC NO SI



Luigi Principe
S.C. Microbiologia e Virologia

Azienda Socio Sanitaria Territoriale di Lecco


