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Diagnostica microbiologica

Identificazione e interpretazione ATB

Aiuta a controllare la diffusione dei ceppi batterici 
antibiotico-resistenti

Aiuta ad usare meglio gli antibiotici

Tempestività dei risultati

In che modo?

Diagnostica 
microbiologica



 Metodi quantitativi (MIC, µg/ml)

 Brodo diluizione 
 Agar diluizione
 Gradiente
 Sistemi automatizzati 

Metodi di 
riferimento

 Metodi qualitativi (S, I, R)

 Disco diffusione

 Test di screening/conferma

CoSA

Test fenotipici



 utili per confermare test fenotipici

 prevedono il fallimento del trattamento terapeutico  meglio dei test fenotipici

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

 adeguata sensibilità clinica

 conducono spesso ad un miglior utilizzo dei farmaci e sarà essenziale per l’uso delle nuove molecole

 Identificazione di polimorfismi a singolo nucleotide (SNP)

Test genotipici



Expert rules

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

 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-sensibilità

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

 Sono divise in :

 Resistenza intrinseca
 Regole interpretative 
 Fenotipi eccezionali

Interpretazione “critica” dell’ antibiogramma



Van Bambeke, Current Opinion in Pharmacology 2014

Glicopeptidi

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

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



Vancomicina test di sensibilità: Enterococchi

Metodo di riferimento:  Brodo diluizione, agar e disco diffusione

S ≤ R > S ≥ R <
Dalbavancin IE IE IE IE

Oritavancin IE IE IE IE

Teicoplanin 2 2 30 16 16

Telavancin IE IE IE IE

Vancomycin 4 4 5 12A 12A

A. Vancomycin susceptible enterococci exhibit sharp zone edges and do not exhibit colonies in the inhibition zone. Examine 
zone edges w ith transmitted light (plate held up to light). If the zone edge is fuzzy, colonies grow  w ithin the zone  or if you 
are uncertain, then perform confirmatory testing w ith PCR or report resistant (see pictures below ) even if the zone 
diameter is ≥ 12 mm. Isolates must not be reported susceptible before 24 h incubation.

Notes 
Numbered notes relate to general comments and/or MIC breakpoints. 
Lettered notes relate to the disk diffusion method.

Zone diameter 
breakpoint

(mm)

Glycopeptides and lipoglycopeptides MIC breakpoint 
(mg/L)

Disk 
content 

(µg)



Meccanismo d’azione e resistenza a vancomicina: VRE

 Il bersaglio principale dei glicopepetidi è la parte
terminale del precursore del peptidoglicano, D-ALA-D-
ALA che inibisce la sintesi cellulare

 sostituisce nel terminale il D-Ala a D-Lac e porta
all'abolizione di un legame idrogeno essenziale che si
traduce in una diminuzione di l'affinità della vancomicina.



 Enterococcus spp. resistente ai glicopetidi: VRE 

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

conduce ad una riduzione minore nell'affinità e quindi a un
livello più basso di resistenza alla vancomicina.



Problemi di accuratezza dei test fenotipici

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

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

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



Respiratori -Liquido sinoviale- Pus

Test genotipici: VRE da campione

Fallimento terapeutico:

• gene non espresso in vitro

• gene bassa espressione in 
vitro



GISA/VISA 
(vancomycin-intermediate S.aureus)

 Vancomycin MIC: 4-8 mg/L

 Mechanism: thickned cell wall is a common feature

VRSA 
(vancomycin-resistant S.aureus)

 Vancomycin MIC: 16 mg/L

 Mechanism: plasmid mediated vanA gene

hVISA (heterogeneous vancomycin-intermediate S.aureus)

 Vancomycin MIC: 1 to 2 mg/L

 Mechanism: subpopulation of cells with VISA features

Vancomicina e MRSA

Morfologia delle colonie hVISA, VISA e VSSA

 ispessimento della parete cellulare,

 diminuzione della autolisi,

 riduzione della produzione di proteine A,

 aumento della espressione della capsula,

 aumento di peptidi D-Ala-D-Ala libera



Antibiogramma per glicopeptidi: MIC e dischetto? 

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



Le MIC dei glicopeptidi sono metodo-dipendenti e devono essere determinate mediante microdiluizione in brodo (ISO 20776)



CLSI EUCAST

Susceptible (VSSA)  2  2

Intermediate (VISA) 4-8 -

Resistant (VRSA)  16 > 2

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

Vancomycin MIC breakpoints



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

S aureus con valori di MIC a vancomicina 2 sono al limite della distribuzione di ceppi WT. Il breakpoint
resistente è 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.





414 episodi di batteriemia da MRSA

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

Necessità di determinare e refertare una MIC precisa

Staphylococcus aureus e Vancomicina



Ceppi con ridotta sensibilità alla vancomicina sono rilevati
maggiormente con E-test.

Shey-Ying Chen et al, JAC 2014.  

E-test riesce a predire la mortalità 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 mortalità e questo spiegherebbe il motivo per cui gli
studi di outcome clinico supportino utilizzo dell’ E-test



 Trattamento con vancomicina non è associato ad un aumento della mortalità, i pazienti trattati con flucloxacillina e tassi di mortalità a 30
giorni più elevati anche se la MIC a vancomicina con E-test era > 1.5

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





Metodo di riferimento: Brodo diluizione
Disco diffusione: NO (non discriminano VISA/hVISA)
Gradient test: SI ma sovrastima
Sistemi automatizzati:  SI ma non sufficienti (non discriminano hVISA) 

Metodi di screening e conferma: VRSA, VISA e hVISA 

Vancomicina test di sensibilità: Staphilococchi





GRD (μg/ml)

positive 

MIC 
(μg/ml)

hVISA  Vancomycin OR
teicoplanin ≥ 8

vancomycin
≤ 4

VISA

 Vancomycin OR
teicoplanin ≥ 8

vancomycin
≥ 6

Glycopeptide
Resistance 
Detection 
(GRD) 

Inoculum: 100µl 
Suspension: 0.5 McFarland
Medium: MHA with/without 5% sheep 
Incubation: 35°C. First reading at 24h. Final 
reading at 48h
Vancomycin and teicoplanin Etest (BioMerieux) 
and MIC test Strip VA/TEC (Liofilchem®)

GRD positive: 1 or 
few tiny colonies 
around MIC 
breakpoint of 
vancomycin or 
teicoplanin

S. aureus ATCC 
29213; ATCC 
700699 (Mu50-
VISA); ATCC 
700698 (Mu3-
hVISA)

Method Inoculum Interpretation
Quality
control

Interpretation



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»



Lipo-glicopepditi



Telavancin



 Lipo-glipopeptide con attività 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)

 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 più scarso. Ha la capacità di
dimerizzare e ancorare la catena laterale lipofila nelle membrane batteriche aumenta la affinità per il suo bersaglio e la
efficacia antimicrobica.

Dalbavancin: technical ”skills” 



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

Rispetto a Staphylococcus spp. MIC50 era 0,06 μg/ml, rispetto a 1 μg/ml
per la vancomicina e 0,5 μg/ml per la teicoplanina.

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

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

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



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

Oritavancin: technical ”skills” 

Si lega al D-Ala-D-Ala dei terminali penta-peptidici dei precursori peptidoglicanici con conseguente attività 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 attività
battericide degli antibiotici lipoglicopeptidici in contrasto con l'attività lentamente battericida della vancomicina

Van Babeke et al, 2008

Additonal monosaccharide
moiety

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



Caratteristiche principali dei Glicopeptidi



2. Gli isolati resistenti sono rari o non ancora riportati. Il risultato del test di sensibilità 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.

S ≤ R > S ≥ R <

Dalbavancin2 0.1253.4 0.1253 NoteA NoteA 

Oritavancin, S. aureus 2 0.1253.4 0.1253 NoteA NoteA 

Teicoplanin, S. aureus 2 2 2 NoteA NoteA

Teicoplanin, Coagulase-negative staphylococci 4 4 NoteA NoteA

Telavancin, MRSA2 0.1253.5 0.1253 NoteA NoteA

Vancomycin, S. aureus 2 2 2 NoteA NoteA 

Vancomycin, Coagulase-negative staphylococci2 4 4 NoteA NoteA 

Notes 
Numbered notes relate to general comments and/or MIC breakpoints. 
Lettered notes relate to the disk diffusion method.

1. Glycopeptide MICs are method dependent and should be determined by broth microdilution (ISO standard 20776-1). S. aureus 
w ith vancomycin MIC values of 2 mg/L are on the border of  the w ild type distribution and there may be an impaired clinical 
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.
2. Non-susceptible isolates are rare or not yet reported. The identif ication and antimicrobial susceptibility test result on any such 
isolate must be confirmed and the isolate sent to a reference laboratory.
3. MICs must be determined in the presence of polysorbate-80 (0.002% in the medium for broth dilution methods; agar dilution 
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.
 
A. Disk dif fusion is unreliable and cannot distinguish betw een w ild type isolates and those w ith non-vanA -mediated glycopeptide 
resistance. 

Zone diameter 
breakpoint

(mm)

Glycopeptides and lipoglycopeptides1 MIC breakpoint 
(mg/L)

Disk 
content 

(µg)

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

Dalbavancin e Oritavancin : test di sensibilità Stafilococchi



Dalbavancin e Oritavancin : test di sensibilità Enterococchi



Conclusioni

• L’ antibiogramma è un aspetto chiave nelle attività del microbiologo

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

• In alcuni casi è 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.


