Diagnostica microbilogica
determinazione di specie

ANTIBIOGRAMMA



Tests biochimici

In microbiologia saggiando i prodotti chimici finali di processi
enzimatici e rivelando la scomparsa di alcune sostanze dal terreno
di coltura e possibile stabilire il profilo enzimatico di una specie
microbica, ed ¢& possibile identificare e differenziare il
microrganismo da specie affini.

I microrganismi si possono diversificare sia in base al tipo di
zucchero che fermentano, ma soprattutto in base ai diversi
prodotti metabolici che formano tra i quali: acidi organici
(acido lattico, acetico, e butirrico), composti neutri (alcol etilico,
acetone, alcol butilico) e diversi gas (metano, H2, CO2).

Le specie batteriche possono essere differenziate anche in base
alle loro capacita proteolitiche, cioe in base alla capacita di
degradare proteine, come ad esempio la gelatina, e di utilizzare
amminoacidi e peptidi che ne derivano produrre energi




TEST della CATALASI

sospetta colonia Catalasi £f
di Stafilococco  + H,0, =mmmmmp  €TTEFVESCENZA

Alcuni batteri posseggono |'enzima catalasi, che scinde il perossido di idrogeno (H202)
in 02 e H20.

Il perossido di idrogeno & comunemente formato per via biochimica durante i processi
respiratori per mezzo della riduzione dell’'ossigeno con due elettroni mediata dalle
flavoproteine. Quasi tutti i microrganismi che crescono aerobicamente producono piccole

quantita di perossido. Essi sono pero capaci di neutralizzarlo mediante |'intervento della
catalasi.

Risposta di alcuni batteri:

Bacillus, Micrococcus/Staphylococcus = +;

Clostridium, Streptococcus = -.




TEST della CATALASI
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Test di attivita della COAGULASI

Per lidentificazione di S.
aureus

I batteri che producono questo enzima lo
utilizzano come meccanismo di difesa;

In presenza di un fattore plasmatico le
coagulasi convertono il fibrinogeno in

fibrina, coagulano I'area di plasma intorno
ad essi, proteggendo cosi il batterio dalla
fagocitosi

Il test e effettuato inoculando i batteri,
in presenza di plasma (di coniglio), a 37°C
per qualche ora, la formazione di un
coagulo nella provetta indica la positivita
al test

COAGULASE
TEST
i\

\

POSITIVE NEGATIVE

Asin. S. aureus
A dx: Altri Staphylococcus spp.




Il plasma di coniglio, necessario per I'individuazione di St. aureus coagulasi positivo, si trova anche in
commercio in forma disidratata. Reidratare il contenuto del flacone con acqua distillata sterile, seguendo
le indicazioni della ditta produttrice. Il plasma ricostituito puo essere conservato a (2-8) °C per 15 giorni
e fino a 30 giorni a temperatura intorno a - 20 °C. Ogni partita di plasma va saggiata con un ceppo di
controllo coagulasi positivo (St. aureus ATCC 27217) e un ceppo di controllo coagulasi negativo (St.
simulans ATCC 11631).




PROVA della COAGULASI

Test in oagulasi libert
provetta e legata

La prova evidenzia lattivita coagulante esercitata dagli stafilococchi potenzialmente patogeni sul plasma. Tale
attivita € dovuta ad almeno due fattori: coagulasi libera (enzima 0) e coagulasi legata o clumping factor (antigene
della parete cellulare).

L'enzima e presente nella maggior parte dei biotipi, appartenenti alla specie Staphylococcus aureus e in biotipi appartenenti

alle specie St. intermedius e St. hyicus, opportunisti patogeni per gli animali ed € sempre assente nelle specie saprofite e

commensali.
Se un biotipo e positivo alla coagulasi legata é sicuramente positivo anche alla coagulasi libera, se € negativo alla

coagulasi legata puo essere sia hegativo che positivo alla coagulasi libera_pertanto &€ necessario confermare la
prova su vetrino con quella in provetta, che accerta sia la coagulasi libera che legata.




TEST dellOSSIDASI

Il citocromo c € presente
solo in alcuni dei batteri
capaci di utilizzare
’0ssigeno libero come
accettore finale di
idrogeno.

N. gonorrhoeae - test dell'ossidasi

N. gonotrhoeas: Oxidase-positive

Tali batteri sono gli unici

positivi alla c.d. reazione
della ossidasi (indofenolo-
ossidasi, citocromo-
ossidasi, citocromo-c
ossidasi) — formazione di
composti colorati per
ossidazione di reattivi
incolori)
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un altro enzima respiratorio utilizzato spesso per l'identificazione di specie di

\

Neisseria e Pseudomonas & OSSIDASI, questo enzima € in grado di ossidare
ammine-aromatiche con produzione di composti colorati.

Il test si effettua facendo cadere su una colonia ben isolata su terreno solido, o
su di un‘ansata di batteri posta su carta da filtro il reattivo contenente le
ammine-aromatiche, la comparsa di un colore porpora indica la positivita della
reazione.




. ALTRI TESTS IDENTIFICATIVI

o-3-y emolisi

o Streptococcus mitis
BStreptococcus piogenes

BStafilococcus aureus
y Streptococcus salivarius




Test di sensibilita alla bacitracina

Bacitracina

Optochina "o 2

o \ 2N
\J\\\

E' il metodo pit comune per identificare gli streptococchi di gruppo A.
Isolare una colonia sospetta in una piastra di agar sangue creando una patina
confluente. Porre con una pinza un dischetto di carta imbevuto di bacitracina al

centro dell'isolamento. Incubare a 37° per 18-24 ore.
L'inibizione della crescita attorno al dischetto e I'emolisi caratteristica
identificano il batterio come streptococco di gruppo A (o beta emolitico o

pyogenes).




Test di sensibilita alla optochina

Optochina

L'optochina a concentrazioni molto basse (5ug/ml) inibisce selettivamente la

crescita di Str. pneumoniae.
Isolare una colonia sospetta in una piastra di agar sangue creando una patina

confluente. Porre con una pinza un dischetto di carta imbevuto di optochina
al centro dell'isolamento. Incubare a 37° per 18-24 ore.
L'inibizione della crescita attorno al dischetto identifica lo streptococco

come pneumaniae se |'alone formato € superiore a 14 mm.




DNasi (Desossiribonucleasi)

Alone chiaro per depolimerizzazione del DNA contenuto nel terreno
Le colonie vengono strisciate su una piastra di agar-nutritivo che contiene DNA,
che rende il terreno molto opaco. Intorno ai batteri con attivita DNAsica
(S. aureus) si produce un alone chiaro per la depolimerizzazione del DNA
contenuto nel terreno di coltura.




Termonucleasi (DNAsi termoresistente)

X identificazione di S.aureus




Test del citrato su agar citrato di Simmons

Scissione del citrato in
acido organico e CO2

Viraggio da verde a blu
per formazione di sodio
carbonato

Synthetic test agar proposed by SIMMONS (1926) for the
identification of microorganisms (particularly of
Enterobacteriaceae and certain fungi) on the basis of their
metabolism of citrate, being the sole carbohydrate source.

Il terreno e particolarmente indicato per differenziare le salmonelle citrato positive (S. enteritidis
e salmonelle dei sottogeneri Il, 1, IV) dalle salmonelle citrato negative (S. typhi, S. paratyphi, S.
pullorum, S. gallinarum).

E.coli e Shigella : -

Klebsiella:+




Test ureasi

Il test dell'ureasi avviene su terreni di Christensen (contenenti urea).
Si fa un pesante inoculo.

Il terreno vira al rosa in tempi fissi a seconda della specie.

B. abortus vira rapidamente

Proteus, Helicobacter pylori




test di determinazione
dell'attivita B-galattosidasica

La b-galattosidasi & un enzima intracellulare che idrolizza il
legame b-glicosidico che unisce glucosio e galattosio in una
molecola di lattosio, il quale entra nella cellula ad opera della

galattosio-permeasi.

L'attivita b-galattosidasica € legata ad enzimi
inducibili, cioe prodotti solo in presenza di un
substrato specifico.




I batteri che fermentano il lattosio posseggono entrambi gli
enzimi ed idrolizzano rapidamente il lattosio.
I batteri non fermentanti il lattosio ne sono sprovvisti.

I batteri tardo-fermentanti il lattosio mancano della permeasi, ma
posseggono la b-galattosidasi che essendo inducibile puo essere

svelata addizionando al terreno di coltura un substrato analogo al
lattosio come 'ONPG: o-nitrofenil b-d-galattopiranoside; se il
batterio ha attivita b-galattosidica I'ONPG incolore verra
idrolizzato e liberera un composto di colore giallo. L'ONPG & un
composto simile al lattosio che passa pero nella cellula per
diffusione osmotica, in presenza di b-galattosidasi viene scisso
producendo

I batteri non fermentanti il lattosio sono privi di entrambi gli
enzimi e non idrolizzano 'ONPG.




1. Positive Colony (Enterobacter, Escherichia)
2. Negative Colony (Salmonella, Shigella)

3. Negative Colony (Proteus)

4. Negative Control




Identificazione di batteri e lieviti:
Sistemi automatici e semiautomatici

I sistemi miniaturizzati, forniti da diverse case produttrici (es. Roche,
Biomerieux, Minitek, ecc.) hanno il vantaggio di fornire una serie di
terreni, in cui si evidenziano differenti attivita biochimiche, in un'unica
soluzione che possono essere inoculati futti in una volta e letti in un
tempo molto breve (circa 24h).
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E’' una specie di "matitone” costituito da tante cellette conteneti
ciascuna un terreno/reattivo.

E' indispensabile per identificare i batteri Gram- glucosio fermentanti.

Una volta inoculati tutti i microterreni con la colonia sospetta, dopo
incubazione a 37° per 24 ore, si interpretano le reazioni positive e
negative osservate.

Tali reazioni vengono codificate attraverso un numero che corrisponde in
maniera univoca ad un batterio specifico.




ENTEROTUBE: METODICA

OBIETTIVO:
L'enterotube & un sistema pronto all'impiego per I'identificazione rapida delle Enterobacteriacae che
consente 'esame simultaneo di 15 differenti caratteristiche biochimiche dei batteri.

PRINCIPIO: Gli enterobatteri vengono identificati in base alla valutazione dei risultati di diverse
prove biochimiche:

- fermentazione del destrosio e produzione di gas
- decarbossilazione della lisina

- decarbossilazione dell’ornitina

- fermentazione del triptofano e produzione di H2S
- fermentazione dell’adonitolo

- fermentazione del lattosio

- fermentazione dell'arabinosio

- fermentazione del sorbitolo

- fermentazione del glucosio (Voges-Proskauer)

- fermentazione del dulcitolo e della fenilalanina

- idrolisi dell’'urea

- utilizzazione del citrato

MATERIALI E STRUMENTI:

MATERIALI BIOLOGICI

Colture microbiche di Escherichia coli, Proteus, Enterobacter aerogenes, ...
MATERIALI CHIMICI

Reattivo di Kovacs, alfa-naftolo (6% in alcool etilico), idrato di potassio (40g in 60ml di acqua)
TERRENI DI COLTURA

Kit enterotube

VETRERIA, ...

Portaprovette, siringhe sterili

STRUMENTI

Termostato, bunsen




ENTEROTUBE: METODICA

Accanto alla fiamma del bunsen svitare i cappucci dell'enterotube e
con la punta dell'ago prelevare una colonia isolata.




ENTEROTUBE: METODICA

Inoculare I'enterotube ruotando ed

estraendo l'ago
attraverso tutti gli scomparti del tubo.

Reinserire l'ago fino alla tacca e poi

——w spezzarlo piegandolo. La parte di ago che

rimane all'interno assicura I'anaerobiosi.

Con lo spezzone dell'ago perforare la

P PP PP PP PP T pell.ucola .d' pl.as.’nca in corms.pond.enza. dei

fori degli ultimi 8 scomparti al fine di
creare un ambiente aerobio. Riavvitare i

Tappi.




ENTEROTUBE: METODICA

Incubare a 35-37°C per 20-24 h possibilmente
in posizione verticale su un porta-provette




ENTEROTUBE: METODICA
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ENTEROTUBE: METODICA

Eseguire il test dell'indolo iniettando con una
siringa 4 gocce di reattivo di Kovacs
direttamente sotto la pellicola di plastica
dello scomparto H2S/indolo (il reattivo vira
al rosso se la prova e positiva).

Un importante test che consente di differenziare tra specie di
Enterobatteri come, E. coli (+), Klebsiella ed Enterobacter (-),

¢ il test di produzione dell'INDOLO.
L'indolo & un prodotto del metabolismo del triptofano, alcuni
microrganismi sono capaci di ossidare il triptofano presente nel
terreno di coltura per bisogni nutrizionali grazie all'enzima
triptofanasi producendo un benzopirrolo detto indolo.

Test in provetta i 2




ENTEROTUBE: METODICA

Eseguire il test di Voges-Proskauer
iniettando con una siringa 3 gocce di
soluzione di alfa-naftolo e 2 gocce di
KOH direttamente sotto la pellicola di
plastica dello scomparto VP (il reattivo
vira al rosso entro 10 minuti se la prova
e positiva).

Discrimina tra Klebsiella e Enterobacter (+), fermentatori
butandiolici , da Escherichia (-), fermentatori acidi misti.
Caratterizza i ceppi di Bacillus.

Terreno di coltura costituito da acqua peptonata, fosfati e glucosio;a crescita
avvenuta, aggiunta di alfa-naftolo e KOH;

per rilevare la produzione di acetoino o acetilmetilcarbinolo nella
fermentazione del glucosio

" acetilmetilcarbinolo, in presenza di KOH e aria, si ossida a diacetile; questo
reagisce con l'alfa-naftolo e con un prodotto di rottura dell’ arginina presente
nel peptone e da origine ad un composto di colore rosso.




ENTEROTUBE: RISULTATI

Biocodici
accettabili

46007
Proteus vulgaris
ATCC 6380

Providencia alcali- 61404 / 41405 /
faciens ATCC 41404 / 61405
9886

Serratia 74461 / 54461 /
marcescens ATC 74061 / 54061

13880

Escherichia coli 75340 / 55340
ATCC 25922

Klebsiella 50771170771/
pneumoniae 70773 /150773
ATCC 27736

Pseudomonas

aeruginosa

ATCC 27853

* P. aeruginosa € ossidasi-positivo e pertanto non incluso nei datasi BBL Enterotube Il. Questo ceppo &
tuttavia utile come microrganismo di controllo per rilevare reazioni negative nei comparti gas e glucosio.
+= positiva; — = negativa; ( (raramente) negativa; +/(+) = positiva o




IL PROBLEMA SI FA SEMPRE PIU ALLARMANTE
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Numero di vittime attribuibili alla AMR ogni anno entro il 2050 *
DOSt‘a I‘m b|0[ | Cera Da una proiezione annunciata in una recente review anglosassone il numero

di vittime a livello mondiale legate alla resistenza antimicrobica, stimato entro

il 2050, potrebbe essere pari a 10 milioni 'anno, se il trend non verra invertito

6. World Health Organization (WHO). (2014). Antimicrobial resistance: global report on surveillance. Geneva, Switzerland.
7. O'Neill J. (chair). (2014). Antimicrobial resistance: tackling a crisis for the health and wealth of nations. Review on Antimicrobial Resistance. London, UK.




Resistenze agli antibiotici

Acquisizione di resistenza agli antibiotici

L' antibiotico-resistenza € una proprieta
geneticamente trasmissibile del microrganismo.
Essa puo essere naturale (o intrinseca), oppure
acquisita.

- La resistenza naturale:

- € presente in tutti ceppi appartenenti alla
stessa specie indipendentemente dal
distretto corporeo, dall'habitat (uomo,
animali, ambiente) e dall' area geografica di
isolamento.

- & stata dimostrata gia in era pre-
antibiotica.

Resistenza naturale si riscontra in Proteus,
Providencia e Morganella nei riguardi della
Polimixina B e della Colistina. Essa non
riveste una reale importanza clinica ma ¢
utile a fini identificativi.

Non appena un nuovo antibiotico si dimestra efficace
e viene introdotto in terapia i suoi giorni sono gia
contati.

Germi resistenti inizieranno a comparire nel giro di
pochi anni o mesi.

Per la penicillina, ceppi resistenti iniziarono ad
essere segnalati dopo due anni dalla sua introduzione,
alla meta degli anni '40.

La resistenza acquisita & il risultato di una selezione
clonale sotto la pressione selettiva esercitata dal
farmaco.

L'intervallo di tempo che intercorre fra
I'introduzione in terapia e lo sviluppo di resistenze &
inversamente proporzionale alla frequenza d'uso ed al
perdurare nell'ambiente dell'antibiotico.

Meccanismi:
a) Cromosomiali: a trasmissione verticale
- mutazioni spontanee
b) Extracromosomiali: trasmissione orizzontale
- Batteriofagi: trasduzione
- Plasmidi (fattori R): coniugazione
- Trasposoni




RESISTENZA CROMOSOMALE

@ Costituisce solo il 10-15% di tutte le
resistenze acquisite (bassa frequenza di
insorgenza)

@ Si realizza tramite un'alterazione
mutazionale spontanea dell'informazione
genetica cromosomica

@ L'antibiotico esercita un'azione selettiva
(seleziona i mutanti resistenti, inibendo le
cellule sensibili)

@ Gli stessi mutanti possono essere resistenti
anche ad altri antibiotici con caratteristiche
simili (resistenza crociata o cross-resistenza)

@ Si trasmette verticalmente tramite la
discendenza (da cellula madre a cellula figlia)

Puo essere:

@ multi-step sono necessarie pit mutazioni
perché possa instaurarsi (es. beta-lattamine,
macrolidi, cloramfenicolo)

@ one-step ¢ sufficiente una sola mutazione
per determinare la comparsa di ceppi
totalmente resistenti (es. rifampicine,
chinoloni)

RESISTENZA
EXTRACROMOSOMALE

@ Costituisce il 90% di tutte le resistenze
(alta frequenza di

insorgenza)

@ Si origina per acquisizione di nhuova
informazione genetica che deriva da altri
microrganismi e che penetra nella cellula

mediante i meccanismi di coniugazione,
trasformazione e

trasduzione

@ Riguarda pit antibiotici
contemporaneamente (resistenza

multipla)

@ E' a trasmissione orizzontale (tramite lo
scambio genetico)

@ Puo essere trasferita anche a
microrganismi appartenente a specie
differenti (resistenza contagiosa)

@ E' dovuta a geni presenti su fagi, plasmidi
o trasposoni (elementi genici mobili)




Meccanismi di resistenza

‘Modificazione della permeabilita cellulare
* riduzione dei canali di entrata
* Tetracicline
* pompe di efflusso
* Eritromicina - Tetracicline
‘Produzione di enzimi inattivanti
- B-lattamasi
* Penicilline - Cefalosporine
* acetiltransferasi
* cloramfenicolo - aminoglicosidi
* fosfotransferasi
* aminoglicosidi
* adeniltransferasi
* aminoglicosidi
‘Modificazione del sito di attacco
- PBP
* penicilline
* RNA-polimerasi
* rifampicina
-Attivazione via metabolica alternativa
- enzimi modificati
- sulfamidici

G.M. Giammancao

4. Chellat M.F., Raguz L., Riedl R. (2016). Targeting Antibiotic Resistance. Angew Chem Int Ed Engl.




MECCANISMI DI AMR LEGATI A BIOFILM BATTERICI

Altered
Penetration - Microenvironment | ke

5. Chambless J.D., Hunt S.M., Stewart P.S. (2006) A Three-Dimensional Computer Model of Four Hypothetical Mechanisms Protecting
Biofilms from Antimicrobials. Appl Environ Microbiol



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=1393201_zam0030665140001.jpg
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ANTIBIOGRAMMA

Saggio in vitro
per valutare l'efficacia di un antibiotico

e
guidare la terapia antibiotica




L antibiogramma del microrganismo ¢ un test che si basa su
presupposto che una sensibilita in vitro del microrganismo ad

una data terapia antibiotica sia predittiva dell'efficacia
dell 'antibiotico in vivo.

TERAPIA MIRATA

TERAPIA RAGIONATA/EMPIRICA




L'antibiogramma: le tecniche

Le varie tecniche per eseguire questo tipo di test sono sostanzialmente
riconducibili a due metodi principali:

‘Nel metodo della diffusione in agar il microrganismo in esame viene
coltivato su piastre di agar in presenza di antibiotici contenuti in
dischi: se il microrganismo cresce normalmente significa che é
resistente, se invece & sensibile si rende visibile attorno al disco un
alone di inibizione.

- E un metodo quali-quantitativo, semplice, rapido ed economico,
valido per microrganismi aerobi a crescita rapida.

- E il procedimento pit comunemente usato in laboratorio, e
permette di ottenere una valutazione della MIC (Minimal Inhibitory
Concentration), ovvero la concentrazione minima di antibiotico in
grado di inibire la crescita batterica.




L'antibiogramma: le tecniche

‘Nel metodo delle diluizioni progressive la sensibilita del
microrganismo viene valutata in base alla sua crescita o meno in un
terreno di coltura - che puo essere solido o liquido - contenente
diverse concentrazioni dell'antibiotico.

‘Questo metodo é quantitativo e consente di determinare
accuratamente oltre alla MIC anche la MBC (Minimal
Bactericidal Concentration), ovvero la piu bassa concentrazione
di antibiotico in grado di distruggere la totalita dei batteri.




L'antibiogramma: le tecniche

Metodo delle diluizioni progressive

Il metodo e valido e preciso, ma purtroppo anche costoso e di lunga
attuazione, per cui |'impiego eé limitato a pochi casi:

‘trattamenti di affezioni molto serie in cui sia necessario valutare la
MBC per determinare il dosaggio dell'antibiotico (es. nelle endocarditi
batteriche o osteomieliti);

‘per la valutazione della sensibilita di microrganismi a lenta crescita
(es. micobatteri e actinomiceti) o anaerobi;

‘per la valutazione della tolleranza di un microrganismo nei confronti
di antibiotici betalattamici (in cui le MIC restano invariate ed

aumentano le MBC).




L'antibiogramma: le tecniche

Test che impiegano apparecchiature automatiche:

*VITEK (identification and antibiotic susceptibility)
|

*MICROSCAN



http://www.biomerieux-diagnostics.com/upload/Vitek_2_compact_side_solo_masked_detourecopie.jpg
http://www.biomerieux-diagnostics.com/upload/Vitek_2_compact_side_solo_masked_detourecopie.jpg

ANTIBIOGRAMMA







La tecnica dell'antibiogramma secondo Kirby-Bauer utilizza il terreno:

Agar Muller-Hinton
30% infuso di carne di manzo, 1.75% idrolisato di caseina, 0.15% amido solubile, 1.7% agar
piastre di diametro standard (90, 100, 150 mm), spessore del terreno 4-5 mm

Metodica:

Viene allestita una sospensione del ceppo batterico in esame in 1 ml di soluzione
fisiologica, raggiungendo una densita di 0.5-1.0 unita McFarland.

Gli standard McFarland sono sospensioni di opacita nota utilizzate per la calibrazione di
sospensioni batteriche. Una unita McFarland corrisponde a 3x10® cellule/ml.

Immergere un tampone sterile nella sospensione batterica e seminare a patina, strisciando
uniformemente il tampone sulla superficie del terreno. Ripetere il procedimento quattro
volte, ruotando ogni volta la piastra di 90°.

Lasciare assorbire I'inoculo, lasciando riposare le piastre per 5-10 min a 25°C.

Deporre I'appropriato numero di dischi di antibiotici sulla superficie del terreno, utilizzando
il distributore di dischi

Rovesciare le piastre e, entro 15 min dalla deposizione dei dischi, procedere ad
incubazione a 37°C per 16-24 ore.

Dopo l'incubazione, la lettura delle piastre comporta la misurazione in mm del diametro
degli aloni di inibizione dello sviluppo batterico, utilizzando un calibro o altro strumento.

L'interpretazione degli aloni di inibizione & data da apposite tabelle.
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Esempio di test di Kirby-Bauer effettuato con pia antibiotici

Antibiotico x
Inefficace (batterio resistente)

Antibiotico y
Efficace (batterio sensibile)




ANLOKIC lllm i Staph)

I=mm S =mm
ANTIMICROBIAL AGENT DISC CODE - g Oriie
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amoxicillm {other bactena)

carbenicillin { Psendomonas)

carbenicallin {other bactena)

cefoxatime
eplialothn
chloramphenicaol

ervthromycin

StreproMmYyein
sulfmmethoxazole-rimethoprum

tetracycline

INCHES

4

Diameter = 20 mm

(Sensibile, Intermedio, Resistente). \ZO.,,(,,....,..,.,.O,.




— MIC =8 mg/L

- Crescita batterica

E’ un saggio di diffusione in agar a partire da strisce impregnate con un gradiente di
concentrazione di farmaco antibatterico. L'applicazione delle strisce E-test su un terreno solido
(inoculata omogeneamente e in modo standardizzata con il ceppo batterico da analizzare)
determina la formazione di un gradiente del farmaco nel terreno circostante.

Dopo I'incubazione la MIC viene letta come la concentrazione di farmaco antibatterico
indicata nella striscia nel punto d’intersezione con l’alone di inibizione della crescita
batterica




TEST DI DILUIZIONE

La tecnica della diluizione in brodo permette di
determinare accuratamente la Minimum Inhibitory
Concentration (MIC).

Si parte da un inoculo batterico di 100.000 cfu/ml in
brodo nutritivo che vengono posti in una serie di
provette o di pozzetti che contengono diverse
concentrazioni di antibiotico.

Dopo 24 h di incubazione si interpretano i risultati.




La Minimum Inhibitory Concentration (MIC) indica una
inibizione della crescita e non che il batterio venga
ucciso (sebbene in pratica una lunga inibizione della
crescita conduca alla eliminazione del batterio
attraverso le difese immunitarie dell’'ospite).

La Minimum Bactericidal Concentration (MBC) &
generalmente superiore (2-4 volte) la MIC.

Dato che comporta la semina del brodo su agar, il
test ha delle limitazioni per il tempo che si perde e
i costi.




Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

Inoculo standardizzato del ceppo batterico in terreno liquido contenente
concentrazioni scalari di farmaco antibatterico

VS VS -
8 4 2 1 0,5 0,25

0,12 mg/L

Incubazione 16-20 ore a 35 °C

¥

/\

4 0,25 0,12 mg/L
/

Y

Assenza di crescita batterica Crescita batterica




Valutazione della MIC: verifica dei controlli

MiC = 1ug/ml

caniralio

Valutazione della MEC

| ke
L) I i ) o
MBC = 8ug/mi controlo




MIC/MBC test di un farmaco batteriostatico

Mo antibiotic  Ho inoculum Heat I 14 ] MG I 1/64 1128 17256 14512

Si osserva nelle piastre di controllo la mancata rimozione del
batterio



MIC/MBC test di un farmaco battericida

No antibiotic  No inoculum MNeat I i I MG l 164 1128 11256 1512

Si osserva nelle piastre di controllo la rimozione del
batterio a partire dal tubo successivo alla MIC



INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

L'antibiogramma fornisce informazioni che
consentono al medico curante di effettuare la
scelta dell'antibiotico piu idoneo, ovvero la
cosiddetta Se in vitro risulta
attivo un solo chemioterapico, la scelta appare
pressoché obbligata, e le valutazioni da fare

saranno quelle relative alla scelta del dosaggio

dell'antibiotico e alla via di somministrazione.
Se invece i chemioterapici attivi in vitro sono piu di uno, ecco
che Il'antibiogramma puo fornire indicazioni estremamente

Importanti.




INTERPRETAZIONE DEI RISULTATTI

Data |'indaginosita del calcolo della MBC, che viene quindi
limitata ai casi piu seri, dati molto importanti sono quelli
relativi alle MIC dei chemioterapici in esame.

Purtroppo non viene data sufficiente attenzione a questi
valori, e spesso |'indagine si limita a determinare solo se il
ceppo in esame e sensibile o resistente: questo tipo di
stima si basa sull'utilizzo di due concentrazioni limite di

antibiotico, dette breakpoints, stabiliti dal

MIC 90: la MIC che inibisce la crescita del 90%
dei ceppi

MIC 60: la MIC che inibisce la crescita del 60
7% dei ceppi




Questi valori soglia consentono di classificare il
microrganismo in:

"sensibile"”, ovvero quando |'antibiotico risulta
efficace ai dosaggi comunemente raccomandati,

"intermedio", quando la crescita batterica e
inibita solo al dosaggio massimo raccomandato,

"resistente”, quando |'antibiotico dovrebbe
essere utilizzato a dosaggi che risulterebbero
tossici nell'organismo.




INTERPRETAZIONE DEI
RISULTATI

Antibiogramma - M. diffusione in piastra
Sensibile Multiresistente
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REFERTO ANTIBIOGRAMMA




L'antibiogramma andrebbe invece letto anche in termini di
MIC, con particolare attenzione alle differenze tra questi
valori ed 1 livelli sierici raggiungibili. Infatti,

la scelta dovrebbe quindi prediligere
["antibiotico con MIC piu bassa e Tlivelli
serici__maggiori, il _che permette di

utilizzare dosaggi piu bassi.

La scelta dovra tenere inoltre in considerazione lo

spettro d‘azione - che dovra essere il piu
ristretto possibile per evitare fenomeni di
resistenza - nonché la sede da trattare, la
cinetica del farmaco, la tossicita, e infine il
costo.




REFERTO ANTIBIOGRAMMA

azIENDA OSPEDALIERA UNIVERSITARIA [
U.0. MICROBIOLOGIA

P.O.

Responsabile Prof. I
I vi: I -

tel. I fax I

T.sanit.: 0000000080445-CR
Ematologia Adulti

Reparto :

ESAME RICHIESTO

Batteriologia

Tampone faringeo

Materiale in esame

Esame colturale

Ricerca Miceti

Isolamenti e Antibiogrammi
I germe isolato

Antibiogramma per

Antibiotico

ampicillina
ampicillina/sulbactam
cefazolin

cefepime

cefixime

cefotaxi

imipenem

levofloxacina

meropenem

mezlocillina
norfloxacina
piperacillina
piperacillina/tazobactam
tetraciclina

tobramicina

trimetoprim/sulfametoxazolo

cefuroxime-sodio
cefuroxime-acetil

D/Nascita
Prelievo del
Referto del

RISULTATO

Tampone Faringeo
Positivo
Assenza di miceti

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

AL PDIOODYNn®n K

EGENDA: I valori di M.I.C. Minima Concentrazione Inibente sono espressi
in mcg/mL. S=Sensibile, I=Intermedio, R=Resistente




ANTIBIOTICOTERAPIA

L'antibiotico terapia non corretta espone il
paziente ad un aumento ingiustificato del
rischio di :

+ TOSSICITA' DEI FARMACT

- SUPERINFEZIONI

* REAZIONI ALLERGICHE




