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3. Ruolo del laboratorio diagnostico
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@® Introduzione

Antimicrobico resistenza (AMR):
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One Health: impegno collaborativo di diverse figure professionali nell’ambito scientifico
che agiscono insieme alle istituzioni per conseguire la salute delle persone, animali, piante

ed ambiente

Approccio multisettoriale e correlato uomo-animale-ambiente

Ambiente
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EU: numero in aumento
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Stretto contatto con 'uomo e con I'ambiente
Trasmissione
contatto diretto/ambiente

bidirezionale
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Via di somministrazione (EMA)/impatto sul’lAMR

s o

o Trattamento
arenterale
1 P

an o)
nOO

Trattament
locale J




Resistenza intrinseca

presente in generi o specie di batteri che risultano “naturalmente resistenti”
agli antibiotici per la presenza (o assenza) di specifici processi funzionali o
caratteristiche strutturali:

Vancomicin Resistant Enterococci

batteri Gram negativi: resistenza ai glicopeptidi dovuta alla struttura

della membrana esterna
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Resistenza acquisita — W
Microrganismo precedentemente sensibile all’/AM acquisisce attraverso una
mutazione genica o attraverso l'acquisizione di nuovo materiale genetico
(trasferimento orizzontale di geni) la resistenza all’AM

Resistenza adattativa
AMR indotta da specifici segnali ambientali (stress, pH, concentrazioni ioniche,
condizioni di nutrienti, livello sub-inibitorio di AM)
transitoria
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Biofilms

aggregati di microrganismi nei quali le cellule sono racchiuse in una matrice
autoprodotta (EPSs, extracellular polymeric substances), adesi ad una
superficie (biotica/abiotica)

Costerton osservazioni al m.e. di microcolonie di Pseudomonas aeruginosa
ESCMID (European Society for Clinical Microbiology and Infectious Diseases)

Guidelines for the diagnosis and treatment of biofilm infections. Hgiby N. et al,,
2015

 Biofilm batterico coinvolto nella patogenesi delle infezioni croniche

 Ampio dibattimento sull’impatto clinico e terapeutico delle infezioni associate
alla formazione di biofilm

* Prevenzione/trattamento infezioni biofilm correlate
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Attraverso interazioni intercellulari (quorum sensing) e in base alle proprieta della

matrice, le caratteristiche dei microrganismi presenti nel biofilm sono diverse da
guelle mostrate nella fase planctonica

Biofilms monospecie e multispecie

delle Venezie
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Processo di formazione dinamico

FORMATION OF BIOFILM

Attachment Growth Detachment

3.Development 5.Dispersion

attachment

2 Irreversible
attachment

4 Maturation 6.Attachment

|B ,,.,.k,al/..ﬁ Monia Cocchi —29/02/2024

Sperimentale delle Venszie

4 o~
& A 3
A
n J"/j_f I )
: .: _‘H 44’ i
¥ i
L
foce ~ A
7 a LA
Catigyc . Ay ;

12



Formazione delle microcolonie e del biofilm maturo
Responsabile di infezioni acute e croniche
Eterogeneita popolazione batterica
Distinzione fenotipica vs cellule planctoniche e aderenti

¥

* Persister cells, antibiotico resistenza;
* Extracellular Matrix Producer producono EPSs
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Biofilm
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Aumentata resistenza

. .. . . Interferisce con il sistema
agli antimicrobici, . o o
. ) o immunitario dell’ospite

disinfettanti e biocidi "

Diversi effetti sub-MIC
antibiotico sulla
formazione del biofilm

v
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TABLE | - ANTIBIOTICS THAT INDUCE BACTERIAL BIOFILM FORMATION AT CONCENTRATIONS BELOW THE MIC

Class Antibiotic Bacterium Rel.
Aminocoumarin Novobiocin S. epidermidis [38]

Aminoglycoside Gentamicin P. aeruginosa (33, 7]
Various E. coli [35)
Tobramycin E. coli [33]

Concentrazione di antibiotico inducente ecnion s o
. . . . . . b-lactam Ampicillin S. intermedius [36]
Imipenem P. aeruginosa [34]
ormazione di piotiim dairrerisce con ila moiecola imipenam A baumanni 7
. . . Nafcillin 8. lugdunensis [66]
Oxacillin S. aureus [61]
e€Stata e Il microrganismo Various E col @9
Cefalosporin Cefalexin S. aureus [43]
Cefalotin S. aureus [64]
Cefazolin S. lugdunensis [66]
Cefamandole S. epidermidis [84]
Cefotaxime S. typhimurium [40]
Chiloramphenicol Chioramphenicol E. coli [35)
Fluoroquinolone Ciprofioxacin S. intermedius [36)
Ciprofioxacin P. aeruginosa [31]
Moxifloxacin S. lugdunensis [686]
Various E. coli [35)
Glycylcycline Tigecycline S. epidermidis [38)

Glycopeptide Vancomycin S. epidermidis [38, 85, 86]

Vancomycin S. aureus [61]
Vancomycin S. lugdunensis [66]
Lipopeptide Daptomycin 8. lugdunensis [68)
Macrolide Azithromycin S. epidermidis [37]
Clarithromycin P. aeruginosa [76]
Clarithromycin S. epidermidis [37)
Erythromycin S. epidermidis [37]
Various E. coli [35]
Oxazolidone Linezolid S. aureus [68]

Linezolid S. epidermidis [38, 66]
Linezolid E. coli [35]
Rifamycin Rifampin S. epidermidis 32
Rifampin S. lugdunensis [66]
Rifampin E. coli [35]
Streptogramin Quinupristin-dalfopristin S. epidermidis 54]
Quinupristin-dalfopristin S. lugdunensis (66]
Sulfonamide Trimethopr f | S. lugdunensis [66]
Tetracycline Tetracycline S. epidermidis [54)
Tetracycline S. intermedius [36]
Tetracycline S. lugdunensis [68]
[ ] Tetracycline E. coli [35]
Tetracycline P. aeruginosa [31)
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RC 08/17 1ZSVe Streptococcus suis:
59 (77%) non produttori di biofilm
9 (12%) deboli produttori

8 (10%) moderati produttori

1 forte produttore

Tilmicosina Enrofloxacin

MIC (pug/ml) MBEC (pg/ml) MIC (pg/ml) MBEC (pg/ml)
1 64 >1024 1 0.5 512
2 >1024 2 0.25 128
3 >1024 3 0.125 128
4 >1024 4 0.125 256
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® AMR e animali da compagnia 2
Pioderma (Anders et al., 2022)

Cane: Staphylococcus (S.) pseudintermedius responsabile > 90% dei casi
S. aureus e S. coagulans 10%
Gatto: S. pseudintermedius, S. aureus or CNS

Coniglio da compagnia, cavallo: infezione rarz
Elevata prevalenza di ceppi CoPS formanti il biofilm

Ceppi produttori: alta AMR

@é Monia Cocchi—29/02/2024 17
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P 2
Otite/cane (Chan et al., 2019)

S. pseudintermedius Pseudomonas
aeruginosa n=20

MSSP n=16 MRSP n=4
Non produttore 0 0
Debole produttore 12 4
Medio produttore 4 0
Forte produttore 0

N-acetilcisteina/ Tris EDTA : effetto anti biofilm

Narasin monensin: no eradicazione biofilm

|B ,.,.nal’..ﬁ Monia Cocchi — 29/02/2024

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa




+

MRSA/MRSP (Methicillin Resistant Staphylococcus
aureus/pseudintermedius)

Cane/gatto sano puo albergare MDR CoPS

Uso AM fattore di rischio per MDR

MRSA da animali malati = hospital aquired MRSA

Animali da compagnia: reservoir MRSA uomo
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P 2
Ferradas et al., 2022. Risk factors for antimicrobial resistance among Staphylococcus

isolated from pets living with a patient diagnosed with methicillin-resistant Staphylococcus
aureus infection

Campioni
e pet: tamponi da narici, bocca, regione inguinale, perineo
* ambientali

AST: DD

BPs: CLSI

MRSA: spa-typing

|; ;\/e Monia Cocchi —29/02/2024 20

Sperimentale delle Venazie




25% isolati MDR:
50% S. aureus
3% S. pseudintermedius

MRSA (pet e ambiente): resistenti a cefoxitin, amikacina

64% MRSA sono MDR

AMR pattern isolati da pet simile agli isolati ambientali

I Y S Y 7

S. aureus 20,6% 23,4%
MRSA 6,3% 7%
S. pseudintermedius 44,4% 4,3%
MRSP 1,6% 0%
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® 2
Marques et al., 2016. European multicenter study on antimicrobial resistance in
bacteria isolated from companion animal urinary tract infections.

Dati su AMR/UTI in EU sono scarsi nei pet

Comparazione «difficoltosa» poiché diversi criteri di inclusione campione e applicazione
test di sensibilita/BPs:

MIC, DD

linee guida: CLSI, SFM

22256 uropatogeni (15097 da cane; 5963 da gatto):
E. coli piu frequente in UTl/cane e gatto
Enterococcus spp piu frequente nel gatto;
Proteus spp. nel cane
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E. coli:

Alta resistenza ad AMC e
cefalosporine di lll generazione,
soprattutto nel sud EU
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Santaniello et al., 2020

Enterococcus faecium
- VRE %
Campione Animale sano Animale malato  Animale
sano/malato
Urine 2.7 22
Feci 8-80 15.7 21.7
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MRSA

In tamponi da lesioni piogeniche: 50% MRSA

I VRSA %

Campione Animale sano Animale malato  Animale
sano/malato
Tampone 4-15 2.76 2.6-5.7

nasale/perineo
Tampone nasale 1.6-13.8 1.4

|; ;\/e Monia Cocchi —29/02/2024
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P 2
Dati scarsi batteri ESKAPE/cane /IAA

Rischio collegato a tutti i batteri del gruppo

controllo microbiologico
regole igieniche
regole comportamentali

\ 4

Collaborazione in ottica One Health
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Pets= reservoir di batteri e geni di resistenza di
importanza clinica nel’'uomo

MRSA
VRE
S. typhimurium DT104

Necessita di armonizzazione metodi di allestimento
AST e criteri interpretativi

Network sorveglianza

oooooooooooooooo
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Pet, programmi sorveglianza. FINRES

100
NN Dogs
1069 80— Bl Cats
80 F_::-
o
2 60 oy
& 40+ o

AMC  AMP CPD GEN SXT-TMP ENR

AMR in ceppi di S. pseudintermedius da AMR in ceppi di E. coli da cane e gatto
cane
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Pet, GERM-Vet: AMR in patogeni

100+ Ny GT
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AMR in ceppi di E. coli da cane e gatto
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AMR in ceppi di CoPS da cane e gatto
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P 3

Uso razionale degli antibiotici ed ai fini del contenimento del’/AMR la scelta della
molecola rappresenta un momento cruciale

La decisione deve basarsi su:
e Presentazione clinica/malattia ad eziologia batterica in atto/apparato
coinvolto

e Spettro potenziale degli antibiotici verso i quali I'agente causale puo risultare <:
sensibile

e Risultati dei test di sensibilita ¢

e I[mportanza in medicina umana
e Farmacodinamica/farmacocinetica

@/Q Monia Cocchi —29/02/2024
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Visita clinica
Fase post s f—— h ,
analitica =~  Interpretazione _
. : Campionamento
dei risultati Face
pre analitica
Esgme _ |dentificazione/
batteriologico/ ‘ Conservazione/
rapporto di prova Trasporto )
e —
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Crescita

Semina
campione

microbica: si
Incubazione == Lettura
Crescita

microbica: no

24 h
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Microrganismo

. o |Jentificazione
in purezza

Crescita Se presenti

microbica: si sospetti
Crescita di piu patogeni
tipi di colonie:
valutazione

polimicrobismo

Se patogeno:
MIC positivo

Isolamento

RDP:
negativo/polimicrobismo




24 h

——y

-

Aliguota non
centrifugata

Aliguota Esame Isolamento/
centrifugata batteriologico identificazione
< >
24-72 h
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MIC animali da compagnia, IZSVe
cane, gatto e cavallo un pannello per batteri Gram positivi e uno per i batteri
Gram negativi.
Nell’allestimento dei pannelli sono state considerate le principali patologie
(patologia urinaria, patologia cutanea).
WAL
" N.'.:.' 7 R | NN/ - S 2
S VAN WAV AN IL W
/"":‘_, ’L! ﬁi\L ‘\ ‘i‘__ N YW o 34
il N N N e e N
5]
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Molecole scelte: molecole prototipo e altre molecole utili al clinico per |a terapia
Definizione di sensibilita e resistenza:
Linee Guida internazionali (EUCAST e CLSI)

sono stati riferiti alla specie animale considerata, al microrganismo
identificato

In entrambi i pannelli sono state inserite diverse classi di antibiotici: beta lattamici,
cefalosporine, chinoloni, macrolidi, tetracicline, lincosamidi
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® 3

Nella scelta delle molecole, i range scelti comprendono il BP di sensibilita e di resistenza
alla molecola, e ulteriori diluizioni dell’antibiotico utili a saggiare 'andamento della
sensibilita nel tempo/popolazione batterica di interesse.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 ANTIMICROBICS
Al PEN PEN PEN PEN PEN PEN PEN PEN PEN POD POD POD PEN Penicillin
0.08 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 18 2 - 3 AMP Ampicillin
B| AwmP AMP AMP AMP AMP ANMP AMP AMP OXA+ OXA+ OXA+ OXA+ AUG2  Amoxicillin / Clavulanic Acid 2:1 Ratio
0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 18 0.25 0.5 1 2 TET Tetracycline
c| Aue2 | Aus2 AUG2 | AUG2 | AuG2 | AUG2 AUG2 | AUG2 | AUG2 | AuG2 OXA+ OXA+ DOX Doxycycline
0.06/0.03 | 0.12/0.06 | 0.25/0.12 | 0.5/0.25 | 1/0.5 21 412 84 16/8 32/18 = 8 Cul Clindamycin
p| TeT TET TET TET TET TET TET TET LEX LEX LEX LEX ENRO  Enrofloxacin
0.12 0.25 0.5 1 2 4 s 18 1 2 4 8 ERY Erythromycin
E| Dpox DOX DOX DOX DOX DOX DOX DOX FAZ FAZ FAZ FAZ SXT Trimethoprim / Sulfamethoxazole
0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 1 2 4 ] GEN Gentamicin
F[ cu cLl cu cul cul cu cu SXT SXT SXT SXT SXT FFN Florfenicol
0.12 0.25 0.5 1 2 - 8 0.25/4.75 | 0.5/0.5 1719 2738 4176 OXA+  Oxacilin+2%NaCl
G| ENRO ENRO ENRO ENRO ENRO ENRO ENRO GEN GEN GEN GEN NEG LEX Cephalexin
0.08 0.12 0.25 0.5 1 2 4 2 4 8 18 FAZ Cefazolin
H| ERY ERY ERY ERY ERY ERY ERY FFN FFN KAN KAN POS POD Cefpodoxime
0.12 0.25 0.5 1 2 2 8 4 e 8 18 KAN Kanamyecin
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Table 1. Percentage of susceptibility, intermediate and resistant pattern, MICso and MICgo of S. canis isolates from pets

(2018-2021)

% of % of % of MICso MICqo
susceptibility intermediate resistant
isolates isolates isolates
Penicillin (221) 96 4 <0.063 < 0.063
Ampicillin (216) 98 2 <0.063 <0.063
@ Tetracycline 41 15 44 4 >16
® (218)
' Clindamycin 66 2 32 <0.125 >8
= 2 (191)
28 Cephazolin 99 1 <0.25 <0.25
8L (190)
Eo Ceftiofur (189) 100 <0.125 <0.125
€3 Enrofloxacin 34 66 05 1
4 —
(219)
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MATERIALE: TAMPONE AURICOLARE (GATTO
ATTIVITA' A PAGAMENTO / ANALISI A PAGAMENTO

ANALISI

Campione

ESAME BA’
LMETODICA MCROBIOLOGICA / PDP DIA D83 2011 Rev. O

Risultato

= L A—
- 982009100369423 - PUFFI

POSITIVO in aita carica Staphylococcus
paeyudintermed ius

[MATERIALE: CUTE (GA
ATTIVITA' A W&rmm A PAGAMENTO

Campiona

Risultato

ESAME CITOLOGICO
(COLORAZIONE DIFF-QUICK f PDP IST Q08 2022 Rev. 2

)
Esaguio da Dingrowics Spacislistca (LEGNARQ) - 2218T-PDV 1634

2

DESCRIZIONE CITOLOGICA cescrtt untaments |
du- mmsm n m-m:wvrw

@0 alavata oHluliith suw-mm
presenza ¢ malenaie eMasco. NUMODS! 2000 &
T " .

| BOTYS bt

batimeci lDen o stafic- ¢ @
amm(mmnm-emm
Basxanoel). Si finvene uns papdiaziona
fammastons mists O prevalent neurchli e
macrotag, qmummmmmw

wlo , @ menc
Enloci ed easinafil. Mcdests presenas di e

Wit can hew segrr displomci a corplctamento
dal quadro. 1 epemd. in sczrde con le ncagini
eflettiate &

9 diun

balencs
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ATTIVITA A 1 ANALISI A Q
lone Risuitato I
In media carica Staphyiococius
{METCOICA MICROCGIOLOGICA / PDP DIA 083 2011 Rev. O
ANIMALI D’AFFEZIONE E DA DIPORTO
%UZM N BROGO / PDP DIA 149 2018 Rev. 0
Iﬂ%ﬁlj Slodizio Quoziente Range (pg'mL) Fonte 5P
Emoxicllfina/Ac clavalanco Sensibile i TS CUSIV on Tre; cille; Basull |
0,12 e moll; UT
'Oxaciling <03 5T Y TSV
Celpodoxime <z Scnsibllo > T TSIV on oo, orte s |
Netrseiclag 02 Soralblle T TTEE | CISWVonTne Cule, 108s00 |
molli
Celalexing 7 Seralbile T 2 TISTV onTne: citd & 10ssi |
molll
%a X Sersibie 5 TIETE TISIV
=T Sorsiblo 37 - COSIVoh Wie, Gl Wehish |
moll UTle
NG e e e 5% arman e
4,78 are
Enrofioxacing 12 Sensiblle 7 s CLSIV
[Gontamicing [orsibila > TTE TS
Fiorfenicolo A BoneTblle 5T i Carvero ol aT 2005 ]
TEaTRa 18 Resslene = Ty TCSIVRD e ]
NG T TETET TTETE CISTV e, Gl € eS0T |
molk
TrAIera T TESETE LAz ccstvm‘i"i'!;mw
m ¥ A= ] CLEG HB E‘ l“:
[ Kanamicina il . B8 TASFN
Legands
BP = Breabpart. Per e forn de 0P w prege & Consiliens Fagrosia Capra B 910 wime aivaoeoe ¢
Si la che lo Staphylococcus COAG + ¢ stato isolato in un campione pelimicrobico.
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ATTIVITA A PAGAI!IFTO ! iuusn A PAGAMENTO *

[ANALISI (Metodo) Campione

URINOCOLTURA CANE E GATTO 1- AIDHA $ITIVO maggiore al 1.000 000 ufomi J

| METODICA MICROSIOLOGICA | POP DA 1T 2021 Rev. O) sol

AT A A AT | T . PACAMENTO

| ANALISI (Metodo) | [Risuitato

DETERMINAZIONE DELLA MIC IN MICROMETODO %nééumnﬁu-a -

ANIMALI D'AFFEZIONE E DA DIPORTO

| (MICRODILUIZIONE IN BROOO / PDP DIA 149 -

Molecola MIC % Gludizio Quozients Range (pg'mL) Forie 5P

Kanamicina 1 N CLorvroonmeper 1
Enterobactenaceae

[Emoxicillina/Ac clavulanico L) 1 TRUEF | CLoVontme-UT |

— 4 2%

ETE 2 Sensibila [ TOEIT TSV oA - U]

18 Sensibila 1 0.5-32 CLSIV on Ine - UT1
[Cefpodoxime 1 Sensibile 2 ) TSRV on Tne - Tere, |
asoessl, UTI
Enrofioxacina 0,06 Sensibile >8 i< TLSFV on ine per
Emerodactenaceas - cute,
tessutl mol, . UTI

(Genamicna [ 4 Tniermedio [ £-] -2 2 11 CLSFV on ine per

— _ Enterobacteraceae

Pradofioxacin «<0,12 Sensiblie »2 0122 CLSHV on Ine - cute, UTI

[Teolovecina 1 Tenslb 2z TRT CLoFVonine - UTT |

AmKacna 16 Resslere - 154 CLSI-V on line

EEATE 32 Recsterne - LES CLoFvonine - OTT |

Doxycicina 18 Regseme - 0.08-16 CLSKV HD on line per
Enterobactenaceae

[Teracona =18 LEEEET - =18 COSFV
Enterobactenaceae

[TmehopAnySullameNoXazZoio =8/ Weoelerte - T

152 L Enterobactenaceae

42
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Dott.ssa Monia Cocchi
SCT4 FVG sezione territoriale Udine

mcocchi@izsvenezie.it

Photo credit
https://pixabay.com/it/
https://www.shutterstock.com
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