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Diagnostica microbiologica

In che modo?
|dentificazione e interpretazione ATB

Aiuta ad usare meglio gli antibiotici

Diagnostica
microbiologica

Aiuta a controllare la diffusione dei ceppi batterici
antibiotico-resistenti

=)
=
m) Tempestivita dei risultati
=)



Test fenotipici

0 Metodi quantitativi (MIC, pug/ml)

= Brodo diluizione == petodi di

= Agar diluizione

= Gradiente

= Sistemi automatizzati

1 Metodi qualitativi (S, I, R)

= Disco diffusione

O Test di screening/conferma
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Metodo
quantitativo

Brodo/Agar diluizione - risultati quantitativi (MIC) = richiede tempo
+ MBC e studi di sinergia « possibilita di errore nella preparazione delle
« elevata riproducibilita (gold standard) diluizioni di antibiotico
= confermare un risultato equivoco
« Economico

Gradiente « risultati quantitativi (MIC) + costoso
« test di sinergia *no prima linea

) = buona correlazione con metodi di riferimento «» possibili errori di lettura

+ flessibilita intrinseca + alcune distorsioni MIC vs brodo diluizione

= confermare un risultato equivoco

= utile nel rilevare resistenza negli organismi che sono
altamente inoculo dipendenti, in quanto possono
essere erroneamente riportati come sensibili in alcuni
sistemi automatizzati

Sistemj 1k i i = ridui nal launra = Aranarmviana mannala dallinacila "
Metodo
qualitativo
Disco diffusione (KB) = semplice = non automatizzato
' « facile interpretazione dei risultati « difficile lettura con antibiotici bacteriostatico ad alto PM
| « flessibilita nella scelta deglh antibiotici = carica batterica rilevabile (non tutti | Estidius e batteri 3
| +& il metodo meno costoso crescita lenta)
Breakpoint MIC = analisi delle frequenze di distribuzione della MIC
» valutazione della MIC nel contesto della presenza o assenza di meccanismi noti di resistanza
= valutazione della MIC in base a livelli di farmaco nei pazienti trattati con terapia antibiotica (PK/PD)
= correlazione dinica (percentuale di risposta nei pazienti con infezione rispetto ai valori di MIC
dell'agente patogene)
Pattern di
resistenza
Test di scmening EUCAST guideli for & fonof 2. Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae

3, Extended-spectrum B-lactamase-producing Enterobacteriaceae
mechanisms and specific resistances of clinical 4 Acquired AmpC P-lactamase-producing Enterobacteriacese
and/or epidemiological importance 5. Methicillin resistant Staphylococcus oureus
6. Glycopeptide non-susceptible Stophylococcus oureus
Test di conferma Verslan 1.0 7. Vancomycin resistant Enterococcus foecium and Enterococcus foecolls
Decernber 2013 8. Penicillin non-susceptible Streptacoccus pneumoniae

Indicazioni per lo screening colturale dei pazienti

colonizzati da Enterobatteri produttori di carbapenemasi
Comitato di Studio AMCLI per gl Antimicrobicl (CoSA) Maggio 2012




Test genotipici

SES——— -

Determinazione dei
determinanti di resistenza
« Single and multipkex PCR * rapide (TAR)
* pOCO COSTO50
s Real-time PCR = 2
* DNA sequencing preciso & feche
ihd o idnowio b da b1 *seguibile direttamente da campione

&

utili per confermare test fenotipici

prevedono il fallimento del trattamento terapeutico meglio dei test fenotipici

adeguata specificita clinica ( mecA in ConS, vanA in S.aureus)

adeguata sensibilita clinica

conducono spesso ad un miglior utilizzo dei farmaci e sara essenziale per I'uso delle nuove molecole

Identificazione di polimorfismi a singolo nucleotide (SNP)



EUROPEAN COMMITTEE
U ON ANTIMICROBIAL
SUSCEPTIBILITY TESTING

European Saciety of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

Interpretazione “critica” dell’ antibiogramma
EUCAST Expert Rules Version 3.1

Intrinsic Resistance and Exceptional Phenotypes Tables

Expert rules

Nella valutazione dell’ antibiotico-sensibilita, una “expert rule” descrive un’azione da
intraprendere sulla base di specifici risultati ottenuti nei tests di antibiotico-sensibilita

= Sono basate sui vigenti break-point clinici e sull’attuale conoscenza dei meccanismi di
resistenza

= Possono essere di ausilio al Microbiologo ed al clinico nell’ interpretazione dei tests di
antibiotico-sensibilita

= Sono dettate da EUCAST ( http://www.eucast.org): pubblicate per la prima volta nel
2008, vengono costantemente aggiornate

= Sono divisein :

v’ Resistenza intrinseca
v’ Regole interpretative
v Fenotipi eccezionali



Glicopeptidi

0 Sono composti da un peptide lineare di 7 aminoacidi, 5 dei quali aromatici a cui si legano anelli glucidici e residui alifatici.

O Entrati in uso clinico a patire dagli anni ’50 per il trattamento di infezioni gravi da cocchi Gram-positivi resistenti a pil

farmaci

Table 1

In vitro activity (MIC o) of glycopeptides against selected target Gram-positive bacteria [32°*,48-51].

Bacterial species Resistance status MIC g0 (mg/L)
Vancomycin Oritavancin Telavancin Teicoplanin Dalbavancin
S. aureus MSSA 110 2% 1 0.5 1to 4* 0.06 to 0.125
MRSA 1 to 4% 1to 2¢ 05 to 1® 2 to 8° 0.06 to 0.25
VISA 8 1to8 2 2
GRSA =128 0.5 2
S. epidermidis MSSE 1to 2® 2 0.5 4 to 8° 0.25
MRSE 2to 4° 1 1 8 to 16¢ 0.25
S. pneumoniae PenS 0.5 0.008 0.016 0.06 to 0.125° 0.03 to 0.06
PenR 0.25° to 0.5° <0.002° 0.03° 0.03
Enterococcus spp VanS 1 0.5 05to 1° 0.12
VanA >128 to >256° 1to 4° 4 to 8° >32 to >128% > 128
VanB 128 0.125 2 1

“Range based on MIC,y, values reported in different studies. ®"MIC 5, (no MIC, data provided in this study [48]). GRSA, glycopeptide-resistant
S. aureus; MRSE, methicillin-resistant S. epidemidis; MSSA, methicillin-susceptible S. aureus; MSSE, methicillin-susceptible S. epidermidis;

PenR, penicillin resistant; PenS, penicillin susceptible; spp, species.

Van Bambeke, Current Opinion in Pharmacology 2014



X Vancomicina test di sensibilita: Enterococchi

Metodo di riferimento: Brodo diluizione, agar e disco diffusione

Glycopeptides and lipoglycopeptides MIC breakpoint | Disk | Zone diameter |Notes
(mg/L) content | breakpoint |Numbered notes relate to general comments and/or MIC breakpoints.
(Mg) (mm) Lettered notes relate to the disk diffusion method.

S< R> S2 R<
Dalbavancin IE E E E A. Vancomycin susceptible enterococci exhibit sharp zone edges and do not exhibit colonies in the inhibition zone. Examine
Oritavancin IE E IE E zone edges w ith transmitted light (plate held up to light). If the zone edge is fuzzy, colonies grow within the zone or if you
Teicoplanin 2 2 30 16 16 |are uncertain, then perform confirmatory testing w ith PCR or report resistant (see pictures below) even if the zone
Telavancin E E E E diameter is 2 12 mm. Isolates must not be reported susceptible before 24 h incubation.
Vancomycin 4 4 5 124 128

a)

Examples of inhibition zones for Enferococcus spp. with vancomycin.
a) Sharp zone edge and zone diameter 2 12 mm. Report susceptible.
b-d) Fuzzy zone edge or colonies within zone. Perform confirmatory testing with PCR or report resistant even if the zone diameter 2 12 mm.



Meccanismo d’azione e resistenza a vancomicina: VRE

A) Pentidogfycan Clnsyningsis Invancomytin suscepthle cell

Il’.
; oH Characteristic
h e VanA VanB
|| Vancomycin MIC (pg/ml) 64->1,000 4-1,024
)L Teicoplanin MIC (pg/ml) 16-512 =0.5
k. Most frequent enterococcal W E. faecium, E. faecalis  E. faecium, E. faecali
i ] N
Nive i o species
ligase Genetic determinant Acquired Acquired
@ @ @ i@ o™ ; : ,
. y @ 2004 B b 4 | | vancomycin Transferable Yes Yes
(- g X ¢ Adapted in 2000 from reference 109 with permission; original version Copyright @ 1996
; O Il bersaglio principale dei glicopepetidi & la parte P & pe A Pyrig ?
Vencomyinbinds 1 Dla-O-4 and blocksincomraon of terminale del precursore del peptidoglicano, D-ALA-D-
dlsacefardepentapegtite sublimtanto hascentneptdogtean ALA che inibisce la sintesi cellulare
Sensitivity (%) for VRE
Method X =
; n | and anB Ci anC2
B) Pentdoplycanhiosyninesis invancomyuin resistant cells 0= (=15 (=50  (n=30)
. (BB e e E-test 100 100 100 100
: W sito ros 1s1251 IS S1476
defyingenase  igase ) b= 3 : gl Disk diffusion 100 93 52 63
Hoo ; vanR vanS
s ; i g ivasi regolators sensore  deidrogeneai lgasi DD DD besstlvelidl Ry Agar screen 100 100 100 100
! O 3 di risposta dipeptidasi ;n:zo;:: resistenza a teico
! " ie h Lty e ast
; : MicroScan
D-Lat ' Eposizos regolazione geni richiesti per proteine accessorie Conventional 100 100 76 7
laR ai glicopeptidi Rapid 100 53 86 90
Vitek

. 4 O sostituisce nel terminale il D-Ala a D-lLac e porta
et 00-dineplidse Vancomyei camolbingfo DAle-O-Lae . : , - i GPS-TA 100 47 72 67
alhve l il all'abolizione di un legame idrogeno essenziale che si GPS-101 100 100 88 73

iase Vand Disaocharfepertaepide subuntte ncomore traduce in una diminuzione di |'affinita della vancomicina.
naacentpephdoafysanand cross-linking betveen
piptioglyzanpolymers occurs

“ For vanB, vanCl, and vanC2 strains with MICs of 8 to 16 pg/ml, both
intermediate- and resistant-phenotype results were considered correct.



d Enterococcus spp. resistente ai glicopetidi: VRE

a VanA, VanB, VanC, VanD, VanE , VanG, VanL, VanM, VanN

Table 1. Types of resistance to glycopeptides in enterococci®™'®

18

Acquired resistance Intrinsic resistance
high level variable moderate low level low level
VanA VanM VanB VanD Vank VanG VanL VanN VanC1/C2/C3

Susceptibility

Vancomydin R R r-R R r r r r

Teicoplanin R R S r-R S S S S
Transferability ' } " - . . . . )
Main enterococcal species  A/B? A A/B A/B B B B A G/D
Expression I ? I C I/C I I C 1
Genetic location Plasmid (Chr)  Plasmid (Chr)  Chr (plasmid)  Chr (plasmid)  Chr Chr ? Chr Chr
Precursors end o-Ala-o-Lac o-Ala-o-Lac o-Ala-o-Lac p-Ala-o-Lac p-Ala-o-Ser  o-Ala-o-Ser  o-Ala-o-Ser  p-Ala-o-Ser o-Ala-o-Ser

¥

conduce ad una riduzione minore nell'affinita e quindi a un
livello pili basso di resistenza alla vancomicina.
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AAC

Journals. ASM

Vancomycin-Variable Enterococci Can Give Rise to Constitutive
Resistance during Antibiotic Therapy

Thaker M.N., Y., et al. AAC 2015, 59 (3)

Problemi di accuratezza dei test fenotipici

VVE (Vancomicin variable enterococci): I'espressione dei geni ‘van’ & fenotipicamente silenziata
a causa di un riarrangiamento genetico che puo revertire in seguito a pressione selettiva in
corso di terapia con glicopeptidi

Low-MIC VRE: bassa espressione del gene vanB, con breakpoint nella Sensibilita. MIC puo
aumentare in seguito ad esposizione a vancomicina.



Test genotip

|CI

VRE da campione

Fallimento terapeutico:

gene non espresso in vitro

gene bassa espressione in




Vancomicina e MRSA

B. Vancomycin-intermediate S. aureus

Division septum

VRSA
(vancomycin-resistant S.aureus)
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GISA/VISA

(vancomycin-intermediate S.aureus)

low activity—reduced autolysis,
cell wall thickness increases

Vancomycin MIC: 4-8 mg/L .

Mechanism: thickned cell wall is a common feature

hVISA (heterogeneous vancomycin-intermediate S.aureus, .

Vancomycin MIC: 1 to 2 mg/L

Mechanism: subpopulation of cells with VISA features

Modified WalKR operon (YycFG) \“

VSSA

o D
\
A2AR)
Up regulation of
cell wall “stimulon”
(>40 genes)

/
?stule operon " r“ fwaSH, vraFG, vraDE

? dit operon (alanylation of TA) f mprF/fmtC

L= *wﬂlxn f mgrA, rot ‘ugr —— Reduced exotoxin production

= jspessimento della parete cellulare,

= diminuzione della autolisi,

= riduzione della produzione di proteine A,
VISA .

aumento della espressione della capsula,
aumento di peptidi D-Ala-D-Ala libera

N,

\ VSSA

Morfologia delle colonie hVISA, VISA e VSSA



Antibiogramma per glicopeptidi: MIC e dischetto?

Vancomycin MIC, 0.5 pg/mL
Zone diameter, 177 mm

Vancomycin MIC, 2 pg/mL
Zone diameter, 177 mm

-

Vancomycin MIC, 8 pg/mL
Zone diameter, 177 mm

Mohr JF and Murray BE. Clin Infect Dis. 2007;44



EUCAST

1. Glyecpoptede MICs are micthod dopondont and should bo dotormimed by broth mscodiution referonce IS
with varcomycn MIC valses of 2 mg/L ars oa the bordar cf the wild type MIC destabubon and there may be .
response.  he resistant breakpont has been reducad o 2 mo/L o avosd reporting "GISA” solates intermadi
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Le MIC dei glicopeptidi sono metodo-dipendenti e devono essere determinate mediante microdiluizione in brodo (ISO 20776)




Vancomycin MIC breakpoints

EUCAST

Susceptible (VSSA)

Intermediate (VISA)
Resistant (VRSA)

Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI, 2017
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing — EUCAST, 2018

CLINICAL AND

/ LABORATORY
STANDARDS
INSTITUTE .



Cosa si nasconde dietro una MIC compresa tra 1-2?

0.125 0.25 0.5 1.0 20 40 8.0 16

- ] Etero _
Sensibilita . . ___

S aureus con valori di MIC a vancomicina 2 sono al limite della distribuzione di ceppi WT. Il breakpoint
resistente & stato ridotto a 2 mg/L per evitare di riportare isolati intermedi " VISA" poiché infezioni gravi
con VISA non possono essere trattate con dosi aumentate di vanco o teico.




Vancomycin MIC and Mortality

40+ * ok
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30-day mortality (percentage)

=15 =15
038 05 075 10 15 20 30 n:  (344) (179)

n: (1) (3) (11) (57) (272) (156) (23) Vancomycin MIC by Etest (ug/mL)

o o,
1

JID 2011:204 (1 August) ¢ Holmes et al



Staphylococcus aureus e Vancomicina

414 episodi di batteriemia da MRSA

Treatment group Risk of mortality (OR [95% CI]) P-value
Vancomycin MIC=1 ‘ 1
Vancomycin MIC=1.5 ® 2.86 (0.87, 9.35) 0.08
Vancomycin MIC=2 L 4 > 6.39 (1.68, 24.3) <=0.001
Inappropriate therapy™ @ 3.62 (1.20, 10.9) <0.001
| I I I
0.5 1 2 5 10

Soriano et al. CID 2008;46:193-200

Necessita di determinare e refertare una MIC precisa




Table 2. Vancomycin MIC results for 393 MRSA bloodstream isolates by Ceppi con ridotta sensibilita alla vancomicina sono rilevati

Number of isolates
with indicated vancomycin
MIC (mg/L) Percentage of isolates
with a high vancomycin

Tessmethod <05 1 15 2 3 4 MIC (=2 mg/L)
& EUCAST gizane,,
Agardilution 11 326 — 5 — 2 14.2 Eutapean Sciety o lnical Mirobilogy andnfctious Dissses
| Etest 0 144 211 335 0 9.7 6.4.1 MIC determination
MicroScan 1 279 — 111 — 2 78 8 Broth microdilution methodology as recommended by EUCAST (ISO 20776-1) is the
VITEK-2 138 166 — 88 — 1 22.6 gold standard, but MICs may also be determined by gradient strip methods, agar
Phoenix 129 257 — 12 — 0 31 dilution or automated systems. It should be noted that the results with gradient strip

methods may be 0.5-1 two-fold dilution steps higher than the results obtained by
broth microdilution (7). The EUCAST breakpoint for resistance to vancomycin in S.
aureus is MIC >2 mg/L. Isolates with confirmed MICs >2 mg/L (according to broth
microdilution) should be referred to a reference laboratory. hGISA are not detected
by MIC determination.

Shey-Ying Chen et al, JAC 2014.

E-test riesce a predire la mortalita rispetto ad altri metodi poiché i risultati tendono ad essere superiori a quelli
generati dalla MIC

MIC alla vancomicina >2 possono avere un effetto sulla mortalita e questo spiegherebbe il motivo per cui gli
studi di outcome clinico supportino utilizzo dell’ E-test
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il Risk Factors Associated with N

! cilli Vancomycin ,
Trattamento con vancomicina non é associato ad un aumento della mortalita, i pazienti trattati con flucloxacil
giorni piu elevati anche se la MIC a vancomicina con E-test era > 1.5

lina e tassi di mortalita a 30

Associazione tra MIC e mortalita sono indipendenti dall'antibiotico utilizzato per il trattamento, non sono le MIC a identificare
mortalita ma sicuramente anche i fattori dell'ospite possono influenzare in modo significativo I'esito del trattamento.



Epidemiology of Staphylococcus aureus in Italy: First nationwide
survey, 2012

Floriana Campanile *", Dafne Bongiorno °, Marianna Perez “, Gino Mongelli %, Laura Sessa °,
Sabrina Benvenuto?, Floriana Gona” AMCLI - S. aureus Survey Participants’,
Pietro E. Varaldo®, Stefania Stefani Ijoumal of Global Antimicrobial Resistancel

Studio epidemiologico condotto per 3 mesi in 52 centri su 21.873 patogeni
Prevalenza di S. aureus: 11.6% (MRSA, 35.8%)

Il 58.3% dei ceppi di S. aureus avevano MIC per vancomicina comprese tra 1 e 2 mg/L

A 3-month epidemiological study to determine the prevalence and antibiotic resistance of
Staphylococcus aureus nosocomial infections was performed in 52 centres throughout Italy in 2012. A
total of 21,873 pathogens were analysed. The prevalence of S. aureus among all nosocomial pathogens
isolated in that period was 11.6% (n=2541), whilst the prevalence of methicillin-resistant S. aureus
(MRSA) among the S. aureus was 35.8% (n=910). All tested antimicrobials demonstrated >92.2%
susceptibility against methicillin-susceptible S. aureus, with the exception of clindamycin (89.7%) and
erythromycin (84.2%). Among MRSA, percentages of resistance ranged from 12.6% to >39% for
tetracycline, rifampicin, clindamycin and gentamicin; higher percentages were found for erythromycin
(65.4%) and fluoroquinolones (72.3-85.8%). Overall, the glycopeptide minimum inhibitory concentration
(MIC) distribution showed that 58.3% of strains possessed MICs of 1-2 mg/L and few strains were
linezolid- or daptomycin-resistant. Molecular characterisation was performed on 102 MRSA selected




x Vancomicina test di sensibilita: Staphilococchi

Metodo di riferimento: Brodo diluizione
Disco diffusione: NO (non discriminano VISA/hVISA)

Gradient test: S| ma sovrastima
Sistemi automatizzati: SI ma non sufficienti (non discriminano hVISA)

uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu

mechanisms and specific resistances of clinical and/or
epidemiological importance

» Metodi di screening e conferma: VRSA, VISA e hVISA

Version 2.0
July 2017




A. Macro gradient test: : =
This test gives an indication of reduced vancomycin susceptibility but note that the DCTCCTI ng h VISA vida
readings are not MICs. Furthermore, the test does not differentiate between hGISA, Mgcr‘o ETBS"'

GISA and GRSA. The test is set up according to the manufacturer's instructions. Note
also that the inoculum is higher (2,0 McFarland) than with standard gradient tests. A e——
positive result is indicated by readings 28mg/L for both vancomycin and teicoplanin, Etest

OR 2 12mg/L for teicoplanin alone. Criteria:
Vanco +
As both criteria include teicoplanin, testing of vancomycin could be dependent on Teico

28 ug/mi
OR
Teico
Alone
212 ug/ml

the result of the teicoplanin test. The algorithm would then be:

¢ Teicoplanin reading 212 mg/L: GRSA, GISA or hGISA

o Teicoplanin reading 8 mg/L: Test vancomycin. If vancomycin reading is 28

mg/L then GRSA, GISA or hGISA
2 McFarland, BHI agar, incubation for 48 hours

¢ Teicoplanin reading <8 mg/L: Not GRSA, GISA or hGISA



Quality
Inoculum Interpretation control

Glycopeptide = Inoculum: 100yl GRD positive: 1 or S. aureus ATCC

Resistance Suspension: 0.5 McFarland few tiny colonies 29213; ATCC
Detection Medium: MHA with/without 5% sheep around MIC 700699 (Mu50-
(GRD) Incubation: 35° C. First reading at 24h. Final breakpoint of VISA); ATCC
reading at 48h vancomycin or 700698 (Mu3-
Vancomycin and teicoplanin Etest (BioMerieux) | teicoplanin hVISA)
and MIC test Strip VA/TEC (Liofilchem®)

Interpretation

32
24
2
GRD (pg/ml) MIC %)
3
l positive (ng/ml) % |
hVISA | » Vancomycin OR vancomycin i g
teicoplanin > 8 <4 LA Sl S
l » Vancomycin OR vancomycin g %
VISA | teicoplanin > 8 > 6 ¢ ]
i ‘ ‘ gé
i ‘ v‘




VRSA
. | ',F\ \ o-—a— : BB .
D. Confirmatory testing for hGISA/GISA: 6
Any isolate screening positive for reduced susceptibility and not ident £ & \ Ty
GISA by MIC determination may be hGISA and may be investigate é d DL
analysis profile-area under curve (PAP-AUC) (8), typically by referra Em-" .y
§? VSSA <
1 . ™
0 . ‘\' (R e e I | |\l-

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

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

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




Lipo-glicopepditi

Characteristics Vancomycin  Teicoplanin  Oritavancin  Dalbavancin
Binding D-Ala D-Ala Yes no yes yes
Binding D-Ala D-Lac no no yes scarce
Penetrationintothe  no no yes no
cytoplasm
Activity against + ++ (novanA) +++ ++ (no VanA)
Enterococci
Dimerization no possibly Yes Yes
Cell membrane No No Yes yes

interaction




Telavancin

Changes to EUCAST telavancin breakpoints for S. aureus fol
changes to MIC methodology

In Europe, telavancin is indicated for the treatment of adults with hospital-ac
pneumonia, including ventilator associated pneumonia, known or suspected
by methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), in situations where
suspected that other alternatives are not suitable.

Previous telavancin breakpoints related to MRSA only and were Susceptible
Resistant = 1 mg/L. Following proposals from Clinigen regarding changes tc
methodology for determination of telavancin MICs and consequent impact o
breakpoints, EUCAST reviewed the new data and, following wide consultatit
followina chanaes.



Dalbavancin: technical ”skills”

U Lipo-glipopeptide con attivita verso i patogeni Gram-positivi, approvato recentemente dalla FDA e EMA per il trattamento di
SSI (1 g x 1 iv per 30 minuti al giorno 1, se necessario, una seconda dose di 0,5 g x 1 iv per 30 minuti dopo una settimana)

U Condivide lo stesso meccanismo d’azione: la formazione di un complesso D-Ala-DAla dei terminali penta-peptidici dei
precursori peptidoglicanici che inibiscono la sintesi della parete cellulare batterica, rimane piu scarso. Ha la capacita di
dimerizzare e ancorare la catena laterale lipofila nelle membrane batteriche aumenta la affinita per il suo bersaglio e la
efficacia antimicrobica.

e et Dalbavancin SR
S = - reakpoint (mg
,av‘u,@ Cross-linking
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For MIC determination, the medium must be supplemented with polysorbate-80 to a final

concentration of 0.002%.




Table 1.

In vitro activity of gram-positive organisms and anaerobes against dalbavancin

No. of MIC,, MIC range.
Organism, resistance profile, stuoy(s) Isoiates pgemL gL
Staphytocood
Quinupristin-calfopristin resistant [10] 8 NA 0.03-0.06
Van in Intermediate [10] 10 0.08 0.06-2.0
Staphyiococcus sureus [11-14] 4243 0.06 «0.008 to 0.5
Methicliin susceptible (7, 12-18, 20] 4838 0.06-05 «0.008 10 0.5
Methicliin resistant [7, 12-18, 20 2726 0.06-1.0 «<0.015 10 1.0
Giycopeptice Intermediate [12, 181 29 1.0-20 0.08-16
= = = == —==
Coaguias SHON YD ies (10, 12-14] 1775 0.06-0.12 «0.008 1o 1.0
Methicliin susceptible [7, 12-18, 20§ 682 0.06-05 «-0.008 10 0.6
Methicliin resistant [7, 12-18, 201 2100 0.06-05 «<0.008 to 1.0
Vancomycin nonsusceptitie [12] 1 1.0 0.265-2.0
Teicoplanin resistant [10§ 15 025 0.03-0.25
Staghylococcus epigermids
Methicliin susceptitle [16, 18] 12 025056 «0.02 to 0.25
Methicliin resistant [16. 18] 12 025 <003t 1.0
Staphyfococcus Ns emolyscus
Methicilin susceptitie [16] 10 0.13 «<0.03to0 0.25
Methicilin resistant [16] 12 05 «0.03 t0 4.0
IS DI 112-185, 211 1422 «0.03 to 0.06 0.004-0.1256
Penicllin susceptbie [7. 12-14, 16] 1647 0.016-0.06 0.004-0.08
Penicllin nonsusceptibie [7, 10, 12-14, 18] 269" «0.016-0.03 «0.008 to 0.25
Ceftriaxone resistant [9] 16 =0.016 «0.016 0 0.03
Streptococcus pyogenes [12. 16] 211 0.015 «0.002 to 0.08
Erythromycin susceptibie [12] 161 0.016 «=0.002 to 0.06
Erythromycin resistant [12] 45 0.016 «0.002 to 0.06
Viridans group streptocoocd [12-15] 212 0.016-0.023 «0.002 to 0.06
Peniclin susceptible (7. 121 120 0.03 «0.002 to 0.06
Peniclin nonsusceptibie (7, 12, 16 6" o032 «0.008 to 0.06
Erythromycin susceptibie [12] 21 0.03 «0.002 to 0.03
Erythromycin resistant [12] n 0.03 «0.002 to 0.06
B-Haemolytic streptococcl [7. 12-15] 757 0.015-0.06 «20.002 10 0.25
g2 0018 o)
Erterococcus species (13, 14) 2062 0.12-16 <0.008 10 > 16
Vancomycin susceptbie [13-16] 1608 0.06-05 «0.008 t0 1.0
Vancomycin resistant [11, 13-15] 582 >16 to 32 «<0.016 1o >32
Van A resistant [10, 16 79 32 to>128 0.03 o >128
2 rag oOT=T o=
Linezodd resistant [11] E] NA «0.015 10 >32
Entercoccus Secsils [7]
Vancomycin susceptible [7] 586 0.08 <0015 10 4
Vancomycin resistant (7, 10} 34 a2 «<0.015 to >32
Emterococcus Secun
Vancomycin susceptible [7] 77 0.12 «<0.015 to 4
Vancomycin resistant [7, 10] 92 2 0.03 to >32
Quinupristin-caifopristin resistant [10§ 29 o.12=g* «0.016 10 >32
Actinomyces speces [22] as 05 0.03-0.5
Bscilius species [13. 15] 25 0.12-025 0.016-20
Oos¥ridum species [22] 16 05 «0.01510 1.0
Oostagum amcie [22] 26 028 0.12605

fcoreinued)

Ha uno spettro di attivita simile ad altri glicopeptidi, dimostrando un’
attivita battericida contro una varieta di patogeni Gram-positivi, piu attiva
in vitro rispetto a teicoplanina, vancomicina.

Rispetto a Staphylococcus spp. MICs, era 0,06 pg/ml, rispetto a 1 pg/ml
per la vancomicina e 0,5 pg/ml per la teicoplanina.

Anche contro VISA dimostra un intervallo di MIC 0,06-1 pug/ml e anche
contro uno dei ceppi VRSA isolati negli Stati Uniti (MIC 0,5 pg/ml)

Inibisce gli Enterococchi sensibili alla vancomicina (MIC 0,03-0,12 pg/ml),
ma ha una scarsa attivita contro gli enterococchi resistenti alla
vancomicina (vanA).

Questa mancanza di attivita contro i ceppi VRE (vanA) differenzia la
dalbavancina dagli altri glicopeptidi come oritavancina e telavancina.



Oritavancin: technical ”skills”

L E’ un lipo-glicopepetide di 2° generazione, con gruppi sia idrofobi che lipofili contenente un nucleo epta-peptidico
U E’ un derivato sintetico del glicopeptide cloridromicina presente in natura
QO Sviluppato a meta degli anni 90 e approvato da FDA e EMA per ABSSI

4’-chlorobiphenylmethyl side chain: additonal bindings:
transpepstidase and cell membrane

oritavancin (lipoglycopeptide)
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Van Babeke et al, 2008

Si lega al D-Ala-D-Ala dei terminali penta-peptidici dei precursori peptidoglicanici con conseguente attivita transglicosilasica. Probabilmente a
causa della sua catena laterale lipofila (clorobifenile), interagisce anche con la membrana batterica (a causa del suo alto contenuto di
fosfatidilglicerolo), innescando la sua destabilizzazione e permeabilizzazione. Questi effetti sono probabilmente responsabili delle attivita
battericide degli antibiotici lipoglicopeptidici in contrasto con 'attivita lentamente battericida della vancomicina



Caratteristiche principali dei Glicopeptidi

Gruppo 1 Gruppo 2 Gruppo 3
Aétl;l.ﬂﬂry[!gram—r incluso Oltre allg spettro del Oltre allo s
. difficile gruppo gruppo 3

Lunga emivita (24 h) Attivi su gr.

(van-r) e V

Vancomicina e dalbavancin
teicoplanina (PM. 1500)
Van + stafilococchi
Tei + enterococchi
Van=Tei su 5.aureus

Oritavancin




Dalbavancin e Oritavancin : test di sensibilita Stafilococchi

EUCAST Clinical Breakpoint Tables v. 8.1, valid from 2018-05-15

Glycopeptides and lipoglycopeptides' MIC breakpoint | Disk | Zone diameter |Notes
(mg/L) content breakpoint [Numbered notes relate to general comments and/or MIC breakpoints.
(n9) (mm) Lettered notes relate to the disk diffusion method.
S«< R> S2 R<
Dalbavancin? 0.125%4 0.125° Note? Note® |1. Glycopeptide MICs are method dependent and should be determined by broth microdilution (ISO standard 20776-1). S. aureus
Oritavancin, S. aureus? 0.125%4 [ 0.125°% Note? Note® |W ith vancomycin MIC values of 2 mg/L are on the border of the wild type distribution and there may be an impaired clinical
Teicoplanin, S. aureus? 2 2 NoteA Noter _|response. The resistant breakpoint has been reduced to 2 mg/L to avoid reporting "GISA" isolates intermediate as serious

infections w ith "GISA" isolates are not treatable w ith increased doses of vancomycin or teicoplanin.

Teicoplanin, Coagulase-negative staphylococci 4 4 Note? Note? 2 No tible isolat tvet ted. The identificati o antimicrobial tibilty test " h
- . Non-susceptible isolates are rare or not yet reported. The identification and antimicrobial susceptibility test result on any suc
2 3.5 3 A A
Te Iavancm-, MRSA > 0.125 0.125 NoteA NoteA isolate must be confirmed and the isolate sent to a reference laboratory.
Vancomycin, S. aureus 2 2 Note Note® |3 \MiCs must be determined in the presence of polysorbate-80 (0.002% in the medium for broth dilution methods; agar dilution
Vancomycin, Coagulase-negative staphylococci? 4 4 Note# Note® | methods have not been validated). Follow the manufacturer's instructions for commercial systems.

4. S. aureus isolates susceptible to vancomycin can be reported susceptible to dalbavancin and oritavancin.
5. MRSA isolates susceptible to vancomycin can be reported susceptible to telavancin.

LIPOGLYCOPEPTIDES
C Ontavancin - ~
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2. Gli isolati resistenti sono rari o non ancora riportati. Il risultato del test di sensibilita antimicrobica e di identificazione su tale
isolato deve essere confermato e l'isolato inviato ad un laboratorio di riferimento.
3. Le MIC devono essere determinate in presenza di polisorbato-80.

4. S. aureus sensibili alla vancomicina possono essere segnalati sensibili alla dalbavancina e oritavancina.
5. MRSA sensibili alla vancomicina possono essere riportati sensibili al telavancina.

EUROPEAN COMMITTEE CLINICAL AND
ON ANTIMICROBIAL / LABORATORY
SUSCEPTIBILITY TESTING STANDARDS

INSTITUTE




Dalbavancin e Oritavancin : test di sensibilita Enterococchi

EUCAST Clinical Breakpoint Tables v. 8.1, valid from 2018-05-15

Glycopeptides and lipoglycopeptides MIC breakpoint Disk Zone diameter |Notes
{(mglL) content breakpoint  |Numbered notes relate to general comments and/or MIC breakpoints.
(pg) (mm) Lettered notes relate to the disk diffusion method.
Sc< R> §2 R <
Dalbavancin IE IE IE IE A. Vancomycin susceptible enterococci exhibit sharp zone edges and do not exhibit colonies in the inhibition zone. Examine zone
Oritavancin IE IE IE IE edges with transmitted light (plate held up to light). If the zone edge is fuzzy, colonies grow within the zone or if you are uncertain,
moplanin ) 2 30 16 T then perform confirmatory testing with PCR or report resistant (see pictures below) even if the zone diameter is 2 12 mm. Isolates
- = wst not be reported susceptible before 24 h incubation.
Tela IE IE IE IE
elavancin
Vancomycin 4 4 5 124 12~
Table 2D. Enterococcus spp. (Continued)
Interpretive Categories and Interpretive Categories and
Zone Diameter Breakpoints MIC Breakpoints
Test/Report Antimicrobial Disk {nearest whole mm) (pg/miL)
Grou Agent Content e ! a1 i R s ! 1_: R C ts
'ﬁvﬁ’mﬁ;
B Vancomycin 30 ug 217 15-186 : <14 <4 + 816 ¢ 232 {9) When testng vancomycin against enterococci, plates
! H ! : should be held a full 24 hours for accurate detection of
H : : resistance. Zones should be examined using transmitted
H H ! H bght. the presence of a haze or any growth within the
zone of inhibition indicates resistance. Organisms with
' ' ' ' ntermediate zones should be tested by an MIC method
H : H H as described in MO7-A10. For isolates for which the
i ' i ' vancomycin MICs are 8-18 wg/mL. perform biochemical
H H H H tests for identification as ksted under the “Vancomycin
H ' i H MIC 2 8 ug/mL" test found in Table 3G.
See general comment (4) and comment (7).
Inv. Teicoplanin 30 ug 214 ! 11-13 : <10 €8 ' 16 : 232
LIPOGLYC!
C Oritavancin - - - . - 2012 ; - H - (10) For reporting against vancomycin-susceptible E.
i i i H faecalis. / EIA.INICAL AND
: T = : ' = 4 = BORATORY
C Telavancin - - - ) £0.25 ; : See comment (10). / STANDARDS

INSTITUTE .




Conclusioni

L' antibiogramma e un aspetto chiave nelle attivita del microbiologo

Il valore clinico dell’ ATB in vitro e spesso limitato e per questo € fondamentale la
collaborazione tra microbiologo e clinico nel decidere e valutare quando e quale test eseguire
su guel microrganismo causa di infezione.

uni i e uti irei zioni i i ibi i
In alcuni casi e utile fornire informazioni per la terapia prima dell’ antibiogramma finale

Ulteriori studi saranno necessari per determinare se le nuove molecole possano rivelarsi
un'alternativa utile agli antimicrobici attualmente utilizzati per trattare le infezioni che
richiedono lunghi cicli di terapia come endocardite, artrite o osteomielite.




