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• La vera sfida per il microbiologo del 
futuro, non è più solo l’accuratezza e 
l’appropriatezza, ma arrivare in tempo

• Perchè produrre un referto impeccabile, 
ma in ritardo serve solo per la storia, non 
aiuta il clinico e non serve al paziente

• Tutta la spinta e l’innovazione degli 
ultimissimi anni è stata verso la 
contrazione dei tempi

• Il TAT è divenuto la nostra guida  



Il TAT è una variabile dipendente ed esistono due 
accezioni del concetto di TAT:

•Il TAT “clinico” calcolato dal prelievo al referto, dal 
prelievo all’outcome (Misura del processo nel suo 
insieme)

•Il TAT “metodologico”, o di metodo ossia il tempo 
della procedura scelta per arrivare a finalizzare un 
referto (misura delle scelte operate dal 
microbiologo)

•Su entrambi pesa in maniera significativa la fase 
preanalitica



• Il grande balzo in termini di rapidità, ma 
anche di efficienza è stato poter agire sulla 
fase preanalitica sotto due aspetti

– il primo: lavorare i liquidi biologici in mezzo 
liquido, riducendo all’essenziale la coltura su 
piastra (notoriamente lenta e poco 
efficiente) e colmando i danni del 
trasporto/conservazione del campione

– il secondo portare tutti o pressocchè tutti i 
campioni microbiologici in fase liquida
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Perché non utilizzare il sistema Uro-Quick nel pre-arrichimento routinario 
di tutti i campioni biologici liquidi? 

PerchPerchéé non utilizzare il sistema Uronon utilizzare il sistema Uro--Quick nel preQuick nel pre--arrichimento routinario arrichimento routinario 
di tutti i campioni biologici liquidi? di tutti i campioni biologici liquidi? 

Il prearricchimento su flaconcino ,condotto in parallelo con 
tecniche colturali tradizionali. 

•utilizzato con tempi di lettura pari a 235 min/6h, (tali da 
consentire la stima minima della carica batterica pari a <15 
CFU/ml) e sempre in combinazione con lo studio del PAR. 

•Per valutare e compensare nella coltura gli effetti di terapie 
antibiotiche impostate prima del prelievo del campione.
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Risultati su 546 campioniRisultati su 546 campioni

+ 44 positivi
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Isolati ottenuti solo con HB&L non da 
coltura (nei 44 campioni)
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-- PPV 100% , svelando anche terapie non dichiarate PPV 100% , svelando anche terapie non dichiarate 
es in casodi meningitees in casodi meningite

16% dei campioni testati mostravano PAR non 
allineato alla terapia dichiarata:

- 67% Sensibilit67% Sensibilitàà
-- 76% NPV 76% NPV 

(16%) c’erano alcuni comuni denominatori:

1 Presenza di anti fungini, metronidazolo, o carbapenemi
2 La terapia era stata iniziata/terminata solo nelle 12 h 

precedenti il prelievo
3 Regime terapeutico inappropriato (dosaggi troppo bassi)
4 2 casi veri incongruenti in LCR in pazienti in terapia con 

Vancomicina
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Se campione monomicrobico (post Gram)  si può 
allestire direttamente ID e  AST

• Prearricchimento 235 min/6h + centrifugazione e 
recupero del pellet batterico su cui eseguire 
direttamente ID AST i tempi si contraggono di -18 ore!!!



• La tecnologia degli ultimi anni ci è venuta in 
aiuto

• Arricchimento H&BL e sequenziamento misto



The resulting product had a size of 

approximately 460 bp, covering  the variable

areas V1, V2, V3 and V4 of the 16S rRNA gene



The PCR reaction was optimized to reach a sensitivity of 1-10 genome 

copies per reaction tube. By spiking of human EDTA blood with different 

concentrations of bacteria, using the definition of a positive sample 

described above, the sensitivity of the assay was found to be 2000-4000

genome copies per ml of sample material.



Sequenza diretta da campione polimicrobico, gli elettroferogrammi misti 
conterranno due o più picchi sovrapposti nelle zone del 16S rDNA variabile 
e singoli nelle zone conservate.
Risultato il programma trascrive una 
-sequenza normale + 1° base nella zona variabile; 
-sequenza normale + 2° base nella zona variabile;  ecc 
Ovviamente combinando tutte le possibili variabili









Nella notte: Paziente di 38 aa, arriva endocardite su 

protesi, febbrile e scompensato  operato in urgenza 

rimossa e inviata la valvola , la vegetazione, tampone 

della vegetazione (in mezzo liquido)

Al mattino (7:30): Valvola e vegetazione seguono un 

percorso tradizionale

Subcoltura tradizionale con ID + AST a 

H 7:30

H 14:30 sub coltura

H 8:00 del mattino successivo ID AST

H 19:00 referto 

Il tampone viene inoculato in HBL 

Dopo 3 h già positivo si preleva una 

aliquota risulta coltura mista: 

Gram+/Gram-

a 6 h si procede poi con subcoltura

H 7:30

11:00 Rip Seq

(15 min, 1,5h, 

58min, 20 min)

H 17:00 S.aureus, 

Burkholderia pyrrocinia



• Paziente ematologica 41 aa con ripetute 
emocolture positive TD medio32.2 (bacilli Gram +)

• Subcolture ripetutamente negative

• H&BL in 6 h sequenziamento diretto e E-test

La coltura tradizionale  su piastra 
dopo oltre 48h di incubazione 
dalla subcoltura!
Germe che non avremmo potutoo 
identificare per via tradizionale

Leptotrichia trevisanii
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CONS scv, Candida,GNNF CVC

S.aureus, S.pneumoniae Aspirati/Pus/Emocolture da endocarditi

Candida e C.glabrata F.peritoneale/Pus/emocolture

Enterobatteri Respiratori-Aspirati

Gram-neg NF Pus-Aspirati Respiratori

C.Jk ed altri Corinebatteri emocolture

B.cepacia Aspirati

C.coli, C.jejunii emocolture

Capnocytophaga/Actinomyces emocolture

H.influenzae emocoltura/respiratorio

L.monocytogenes, S.pneumoniae, 
N.meningitidis LCR

S.bovis emocolture

E.faecium Pus



• Lesioni del piede diabetico

• IDSA 2012 ci indicano la stadiazione, la terapia 
e i campioni ideali 

• Biopsie, frammenti di tessuto profondo

• T. da ferita, da effettuare solo in casi estremi 
(ma comunque utili se abbinato al Q-score)

2012 Infectious Diseases Society of America Clinical Practice Guideline for the Diagnosis

and Treatment of Diabetic Foot Infections Benjamin A. Lipsky, et al



• Arricchimento e-swab in H&BL

• Rip seq 

• Coltura tradizionale

Coltura tradizionale

S.aureus S.areus Prevotella disiens

A.baumannii A.baumannii Alcaligenes faecalis

S.epidermidis S.epidermidis E.faecalis

E.faecium E.faecium S.aureus

S.epidermidis S.epidermidis Brucella canis

E.raffinosus E.raffinosus C.parapsilosis

E.coli E.coli S.aureus

 H&BL + Rip Seq



27/05/2013 23

• La tecnologia del light scattering usata anche per 
portare a giusta carica un campione (Mc Farland 
Monitor):

• Come valutazione della turbidimetria di un 
campione espressa in Mc Farland

• Questo consente da flacone positivo di ottenere 
nell’arco di 1 ora una sospensione batterica 
sufficiente per eseguire identificazione 
biochimica ed antibiogramma con metodo 
tradizionale, senza passare per antibiogrammi 
preliminari



• Perché si riducono i tempi delle terapie 
empiriche 

• Perché si corregge la terapia e si evitano 
ulteriori complicanze

• Perché si migliora outcome

• Perché si riducono i giorni di degenza

• Perché si evitano terapie inappropriate che 
pesano sulla epidemiologia d’ospedale



� L'uso dei cateteri venosi centrali (CVC) utilizzo 
sempre più diffuso.

� pro e cons: facilitano la gestione del paziente 
vs esposizione al rischio d'infezione



• Si stima che nel  >78% ICU patients venga inserito 
come procedura di routine  un CVC

• Circa 15 milioni CVCs sono mediamente inseriti  
per anno United States  e le CRBSI sono ai primi 
posti fra le HAI circa 250.000 casi per anno di cui 
80.000 in ICU, con costi 30,000 – 50,000 $. $2.3 
billion annual cost to the U.S. healthcare system.

• incrementa il tasso di mortalità dal 12 al 25%

• Le CRBSI rappresentano da sole circa 87% delle 
BSI con un infection rate di 4.0-6.9 per 1000 
giorni nelle ICU con il goal del CDC di scendere a 
<2 per 1000 gg catetere

PLoS ONE March 2012

Fletcher SJ: Central venous catheter related infection. Anaesth Intensive Care, 1999; 27: 425

Mermel LA: Prevention of intravascular catheter-related infections. Ann Intern Med 2000; 132: 391–402

Wolf et al Ann Hematol 2005 DOI 10.1007/s00277-008-0509-5

CDC 2011



Ci sono 4 vie riconosciute di contaminazione:
•Migrazione dalla cute di organismi fino al sito 
d’inserzione e fin dentro la superficie interna con la 
colonizzazione della tip (più comune) 
•contaminazione diretta del catetere o dell’ hub via 
mani o con fluidi contaminati o altri  devices 
•il catetere può essere contaminato via ematogena da 
altro focus di infezione (meno comune) 
•Contaminazione di infusi (rara)

CDC 2011





Batteriemia/fungemia in un paziente con CVC e con almeno 1 

emocoltura positiva con prelievo da VP accompagnata da 

manifestazioni cliniche quali febbre, brividi e /o ipotensione senza segni 

apparenti di infezione in altri distretti

Inoltre almeno uno dei seguenti parametri devono essere soddisfatti:

•Coltura CVC positiva con >15CFU per tip (se semiquantitativa) e 

100CFU se quantitativa l’isolato deve essere lo stesso da sangue e da 

coltura del  CVC

•Oppure se è stato eseguito prelievo simultaneo VP e CV delta >3:1 

nella stima CFU (cCVC vs VP) opure delta nei TD d almeno 2h



• Conservativa

• Non conservativa



A rimozione avvenutaA rimozione avvenuta



conservandoconservando



1. Emocolture quantitative con prelievo da CVC e da 

VP con rapporto CFU ≥5:1 CVC versus VP

2. DT≥ 2 ore nelle emocolture prelevate da CVC 

versus VP

March 2012 | Volume 7 | Issue 3



La diagnosi è comunemente basata sul risultato della emocoltura 

che richiede in genere almeno 48h + i tempi per esecuzione ID 

AST. 

Così il clinico finisce per rimuovere il dispositivo al sospetto clinico 

e basandosi solo sui sintomi clinici non potendo attendere tempi

lunghi della diagnosi conservativa 





1) eccessive rimozioni, eccessivi invii di CVC al laboratorio

2) Molte evidenze scientifiche indicano come in numerosi 
casi di  CRBSI pur  a fronte di forti evidenze cliniche non 
sono poi sostenute dai dati microbiologici  
Così il numero di CRBSI accertate riportate in letteratura  è
compreso fra 1% - 40% 





BMC Clinical Pathology 

2008, 8:10

� Il problema principale risiede proprio nei limiti in termini 
di sensibilità della coltura:

� Maki's in particolare evidenzia per lo più i germi presenti 
sulla superficie esterna della tip, mentre per lo più il 
problema della colonizzazione e della formazione del 
biofilm è all’interno del lume 

� I germi, per via delle terapie antibiotiche a cui sono 
esposti e sopratutto  i biofilm produttori sono lenti nella 
crecita e i terreni di coltura solidi comunemente 
utilizzati non li supportano  (differenti crescita di forme 
panktoniche e sessili) 



� Forse ha un ruolo emergente 



Maki a confronto tecniche di 

biologia molecolare

1.Passando attraverso la rimozione del biofilm interno 

ed esterno al CVC, estrazione da questo di DNA 16S 

rRNA gene amplification

2.ovvero Fluorescence in situ hybridization (FISH)  

performed on fixed biofilm



However, many other bacteria belonging to the phyla Proteobacteria, 

Firmicutes,Actinobacteria and Bacteroidetes were also found, stressing 

that only a minor portion of the species present were found by 

cultivation

However, many other bacteria belonging to the phyla Proteobacteria, 

Firmicutes,Actinobacteria and Bacteroidetes were also found, stressing 

that only a minor portion of the species present were found by 

cultivation

Biofilm  esterno al CVC o del lume interno

Mix di batteri







sem
ina indiretta

PARTENZA 35% positivi

Maki modificata

a)Semina diretta= rolling su plate 

b)Semina Indiretta = vortex + in BHI, semina 

su piastra  

semina diretta

Maki



Nostra procedura 

1 ml 

BHI

Vortex

centrifugazione

Coltura 

tradizionale

Semina al termine 

delle 6 ore sul set 

di terreni solidi
1

Rimozione del 

frammento, 

risospensione e 

500 µl usati per 
inculare H&BL

Incubazione 

6 h

1
2



� I cateteri selezionati quelli a lunghi 

permanenza (tutti impregnati con 

chlorhexidine and silver sulfadiazine). 

� esclusi i cateteri arteriosi

� Solo quelli dei pazienti per i quali 

disponevamo di emocolture nelle in un 

range di 48 h prima o dopo la rimozione



-18%

-213



Of these patients, 571 patients were diagnosed with a CRBSI according to the 

current guidelines



Cut off più ragionevole ≥100 

CFU
Cut off più ragionevole ≥100 

CFU

Le CFU stimate erano comprese in un range di 1×102 to 40×106 CFU/mL, con un 
mean value 602,266.667 SD di 151,294.9456.



Interferenza da  emazie (stime sovradimensionate)

12 campioni furono identificati come FP ma per le quali le emocolture erano 
NEGATIVE 

E la  subcoltura del brodino HB&L si mantenne negativa

Analizzando il campione si trattava di campioni con residui ematici e di altro materiale 
drenato dalla superficie interna del CVC tip  che notoriamente interferiscono con la 
lettura HB&L UROQUATTRO ™ instrument.



51



21 campioni erano 

polimicrobici co associazioni 

tipo Gram-positivi (CONS), 

Gram negativi (Escherichia 

coli, Klebsiella pneumoniae, or 

Acinetobacter baumannii) o 

con lieviti (Candida albicans 

Candida parapsilosis).



La conclusione…….
Soluzioni semplici, anche semplici 
cambiamenti delle abitudini possono 
rappresentare «la soluzione» del 
microbiologo per la gestione dei campioni 
critici del paziente critico 


