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In certain clinical situations the introduction 

of new and more effective laboratory tests 

has influenced the management of patients 

and related clinical outcomes directly. 

Appropriateness and costs

http://eprints.port.ac.uk. Last accessed March 2013.



The Anyplex II STI-7 is the only multiplex real-time PCR test that can 

simultaneously detect seven of the more common causes of STIs 

from a wide range of specimen types such as, urine, vaginal and 

urethral swabs, and liquid-based cytology specimen. 

http://www.seegene.com/en/any/any.php.
Last accessed March 2013.

Anyplex™II STI-7 Detection Assay 

The Anyplex II STI-7 enables 

to simultaneously detect the 

presence of C.trachomatis, 

N.gonorrhoeae, T.vaginalis, 

M.genitalium, M.hominis, 

U.urealyticum, U.parvum. 



The cost of providing medical care is 

ever-increasing, but the resources

available are at best static. 

http://eprints.port.ac.uk. Last accessed March 2013.

Appropriateness and costs

Major savings can be made by reducing 

inappropriate investigations.





T.vaginali/cervicali per fasce di età eseguiti nel 2012
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Ricerche Chlamydia DNA da apparato genitale 
maschile/femminile eseguite nel 2012
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17.2%  degli 

esaminati

17.2%  degli 

esaminati



N.tamponi uretrali suddivisi per sesso eseguiti nel 2012
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Su 654 prestazioni eseguite,

il 65.9% non ha una specifica 

indicazione clinica.
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Costituiscono il 22.4% del 

totale delle richieste , senza 

alcuna indicazione.
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Il 56.1% delle richieste non 

ha alcuna indicazione 

razionale, né per età, né

per quadro clinico.
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ha alcuna indicazione 

razionale, né per età, né

per quadro clinico.
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With the growing pressure for 

laboratories to decrease costs, it is 

important to critically evaluate the 

clinical utility of diagnostic tests. 

http://eprints.port.ac.uk. Last accessed March 2013.

Appropriateness and costs



http://eprints.port.ac.uk. Last accessed March 2013.

One of the ways we can improve patient 

care while lowering costs is to establish 

rules “up front” on when to culture and 

when not to culture. 

Appropriateness and costs



L’attività ambulatoriale costituisce un pilatro ineludibile 

per garantire il governo clinico attraverso un corretto 

percorso di appropriatezza preanalitica, a sua volta 

essenziale per garantire qualità, appropriatezza ed 

efficacia clinica del referto “because the results of 

analysis can only be understood in their clinical context”

(www.asm.org).
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Modificato da: Health Protection Agency (HPA), Standards Unit. Sexually Transmitted Infections. Syndromic, S6, Issue 1.1, 28/09/2012: 1-12.



MST: algoritmo diagnosticoMST: algoritmo diagnostico
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Non sessualmente attivo
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NugentNugent scorescore
(solo se no menopausa)(solo se no menopausa)



Today everyone is used to “cheap 
microbiology” - every patient can get 
every test.

In the future, expensive diagnostics will 
be offered - not every patient can get 
every test.
Molecular Diagnostic: great technology – now what?

EU-US Workshop, September 2011, Brussels Belgium

Appropriateness and costs



Valutazione preliminare dei risultati di un nuovo test molecolare per la  
ricerca di microrganismi correlati a infezioni sessualmente trasmesse 

Manuela Avolio, Maria Luisa Modolo, Shamanta Grosso. Graziano Bruschetta, Paola Zigante,  
Nilla Tosoni, Rita de Rosa, Paola Stano e Alessandro Camporese 

SOC di Microbiologia Clinica e Virologia, Azienda Ospedaliera S.Maria degli Angeli - Pordenone   

Background. Le infezioni sessualmente trasmesse (IST) costituiscono un gruppo di malattie infettive molto diffuso in tutto il mondo. Secondo l'Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS), circa 499 milioni di nuovi casi di IST causate da protozoi o 
batteri si verificano ogni anno nel mondo in soggetti di età compresa tra i 15 e i 49 anni. Premesso che diversi casi di infezione sono spesso misconosciuti, in quanto asintomatici, rappresentando così un potenziale reservoir che favorisce 
l’ inconsapevole estendersi del fenomeno, il controllo e la prevenzione di queste infezioni rappresentano obiettivi prioritari di sanità pubblica, soprattutto per le numerose complicanze che esse possono provocare. Per questo motivo l’ European 
Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) ha raccomandato di migliorarne la sorveglianza e il controllo. Le più comuni IST che interessano l’ apparato urogenitale maschile e femminile sono spesso correlate a una serie di microrganismi 
(Chlamydia trachomatis, CT; Neisseria gonorrhoeae, NG; Trichomonas vaginalis, TV; Mycoplasma genitalium, MG; Herpes virus 1e 2, HV; adenovirus, AD). Altri microrganismi, tra i quali micoplasmi/ureaplasmi (Mycoplasma hominis, MH; 
Ureaplasma urealyticum, UU; Ureaplasma parvum, UP) hanno dimostrato fino ad oggi un ruolo controverso nella patogenesi di malattie sessualmente trasmesse, principalmente per il loro esteso ruolo di colonizzanti. La diagnostica di molti tra questi 
agenti eziologici di malattia è spesso labour intensive e afflitta da concrete difficoltà in termini di efficacia analitica. Per questo motivo, da diversi anni sono state introdotte alcune tecniche molecolari in grado di evidenziare con la massima sensibilità 
possibile almeno i microrganismi più rilevanti, mentre gli organismi internazionali stanno da tempo sottolineando l’ importanza di estendere questa tecnologia anche ad altri microrganismi, la cui diagnostica era fino ad oggi rappresentata 
essenzialmente dall’ esame colturale. Con queste premesse, l’ idea di implementare nel nostro laboratorio l’ utilizzo di nuovi metodi analitici sempre più sensibili si correla non solo al ruolo di hub e di riferimento diagnostico in ambito provinciale, ma 
anche al ruolo che esso svolge, insieme ad altri 13 in Italia, nell’ ambito del progetto di sorveglianza sulle IST, coordinato dal Centro Operativo AIDS (COA) dell’ Istituto Superiore di Sanità, in collaborazione con il Gruppo di lavoro “ Infezioni 
Sessualmente Trasmesse”  dell’ Associazione Microbiologi Clinici Italiani. Il presente studio si basa sull’ analisi dei dati dei primi due mesi di utilizzo in routine di un nuovo test molecolare, una real-time PCR multiplex one-step (AnyplexTM II STI-7, 
Seegene, Korea), in grado di rilevare 7 microrganismi potenzialmente responsabili di IST, compresa la differenziazione di MG, MH, UU, UP. 

Materiali e metodi. Tutti i 362 campioni (endocervicali e uretrali) prelevati nei primi due mesi di utilizzo del metodo (17 Dicembre 2012 – 15 Febbraio 2013) sono stati analizzati con AnyplexTM II STI-7, indipendentemente dall’ anamnesi e dalla 
sintomatologia rilevata, con lo scopo di valutare la distribuzione dei 7 agenti eziologici di infezione sia nei pazienti sintomatici che asintomatici. Nel presente studio, sono stati valutati i risultati preliminari ottenuti su 71 prelievi uretrali e su 291 prelievi 
endocervicali eseguiti rispettivamente in pazienti maschi e femmine, correlandoli con i dati anamnestici e i sintomi clinici rilevati dall’ esame obiettivo eseguito nell’ ambulatorio di microbiologia dai medici dell’ Unità Operativa. Nelle donne risultate 
positive per micoplasmi e ureaplasmi, si è inoltre correlata la specie rilevata con la fisiologia dell’ ambiente vaginale. La valutazione dell’ eventuale dismicrobismo/vaginosi è stata possibile mediante l’ associazione tra Nugent score e i criteri clinici di 
Amsel. Per l’ esecuzione del nuovo test, i prelievi sono stati eseguiti utilizzando sonde floccate e terreno liquido UTM (Copan, Italia), che consente un’ ottimale conservazione e recupero dei target genomici ricercati, oltre a migliorare la gestione e il 
sorting dei campioni, rendendo possibile anche l’ utilizzo diretto della provetta primaria per le succesive fasi analitiche e l’ automazione della fase preanalitica. Tutti i risultati di CT ottenuti con STI 7 sono stati confrontati nella stessa seduta analitica 
con quelli di un test di riferimento (COBAS TaqMan CT Test v.2.0, Roche Diagnostics, Italia), in uso presso il nostro laboratorio, in grado di rilevare anche la variante nvCT di CT. Tutti i dati analitici, insieme alle notizie anamnestiche e cliniche dei 
pazienti, sono stati archiviati su file excel per l’ elaborazione e l’ incrocio delle diverse componenti analitiche e cliniche emerse dallo studio. 
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Figura 1: distribuzione dei campionamenti e delle positività 
nel periodo considerato

11
2

59
71

114

46

131

291

0

50

100

150

200

250

300

350

Positivi MST Positivi altro Negativi Totali

Tamponi uretrali (maschi) Tamponi cervicali

Figura 2: distribuzione microrganismi rilevati in 291 campioni cervicali
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Figura 3: distribuzione microrganismi rilevati in 71 campioni uretrali
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Figura 4: distribuzione percentuale di micoplasmi e Chlamydia in donne 
sintomatiche, asintomatiche, infertili
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Figura 5: percentuali di associazione tra i 113 micoplasmi urogenitali rilevati
in 291 campioni endocervicali e diversi contesti clinici individuati.
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Risultati e discussione. Su 71 campioni di secreto uretrale esaminati nel periodo considerato, 11 (15.4%) sono risultati positivi per almeno uno dei target esaminati, mentre su 291 campioni di secreto endocervicale, si sono ottenute 114 (39.1%) 
positività (Figura 1). Nelle Figure 2 e 3 è riportata graficamente la distribuzione dei microrganismi riscontrati nel periodo, rispettivamente in campioni cervicali e uretrali. Da un punto di vista strettamente analitico, vale la pena evidenziare in primis la 
netta prevalenza di UP (84.5%), rispetto a UU (15.5%), sul totale di 90 Ureaplasma spp. rilevati sia in campioni cervicali che uretrali. A conferma che l’esame colturale, attualmente ovunque utilizzato per la rilevazione Ureaplasma urealyticum (o più 
correttamente Ureaplasma spp.), non è in realtà in grado di distinguere correttamente le due specie sottese. Sempre da un punto di vista analitico, tutti i 13 casi di infezione da CT sono stati confermati con entrambi i metodi a confronto, anche se 
AnyplexTM II STI-7, come tutte le real-time PCR multiplex sembra dimostrare, come atteso, una minore sensibilità per il target genomico, quando espresso in bassa concentrazione. Da un punto di vista epidemiologico, si è constatato un 
consistente riscontro, peraltro atteso, di micoplasmi urogenitali. Tale rilievo, insieme all’evidenza di una discreta frequenza di associazione tra specie diverse nei prelievi eseguiti a livello cervicale, è in buona parte ascrivibile al ruolo ormai 
consolidato di commensali opportunisti di questi microrganismi. Tra essi, come si è detto, spicca la percentuale di UP sul totale dei 125 campioni positivi ( 60.8%), a cui seguono UU e MH (entrambi 11,2%) e MG (3.2%). Rispetto al totale dei positivi, 
tra gli altri 3 target ricercati, CT ha dimostrato una prevalenza del 10.4%, NG e TV del 0.8% (Figura 2 e 3). Un caso di infezione uretrale da CT è risultato associato a positività anche per MG, a dimostrazione della potenziale trasmissione per via 
sessuale di questo microrganismo, fino ad oggi scarsamente ricercato, in quanto rilevabile solo con metodi molecolari. Da un punto di vista clinico, oltre all’evidenza di due casi asintomatici di infezione da CT su 13 positività rilevate (15.3%), a 
conferma dell’importanza di eseguire lo screening su tutti i pazienti sessualmente attivi, si segnala anche un caso di infezione da NG rilevata solo con AnyplexTM II STI-7, nonostante la presenza di sintomatologia specifica, in quanto il ceppo non è 
stato in grado di crescere in coltura, perché il paziente aveva già iniziato la terapia antibiotica con ceftriaxone prima dell’esecuzione del prelievo.  
Nella grafica della Figura 4 è stata rappresentata la distribuzione di micoplasmi e CT in tre classi cliniche individuate: asintomatici, sintomatici e pazienti 
infertili. A fronte della forte correlazione tra presenza di MG e sintomatologia, giova rilevare l’altrettanto frequente associazione tra sintomi clinici e infezione 
da CT e UP, con una distribuzione nei pazienti asintomatici praticamente identica. MH, come  ampiamente riferito in letteratura, è stato riscontrato in 
associazione solo a quadri sintomatici riferibili a dismicrobismo/vaginosi e quasi sempre in associazione ad altri micoplasmi. Si noti, tra l’altro, che nessun 
caso di infezione da MH è stato evidenziato in campioni uretrali (Figura 3). UU, talora rilevato in concomitanza con altri micoplasmi, è apparso 
scarsamente associato a sintomi clinici, mentre si è riscontrato relativamente spesso, insieme a UP e CT, in pazienti infertili. Per cercare di comprendere 
meglio la potenziale correlazione tra l’evidenza di micoplasmi urogenitali e i più frequenti quadri clinici rilevati, nella Figura 5 si è proceduto a 
rappresentare graficamente la loro distribuzione, con l’esclusione di MH, apparso fortemente correlato solo a dismicrobismo e vaginosi. Per quanto 
riguarda MG, come si è già detto, tutti i casi rilevati hanno dimostrato una correlazione con la presenza di sintomatologia. La maggior parte, peraltro, di MG 
(66.6%) è stata riscontrata in pazienti con dismicrobismo/vaginosi, una circostanza finora scarsamente rilevata in letteratura. Giova ricordare, peraltro, che 
tale circostanza è considerata un importante fattore di rischio per l’acquisizione di malattie sessualmente trasmissbili, tra cui anche quelle da CT. 
Probabilmente tale situazione aumenta anche il rischio di acquisire MG. Per quanto riguarda la distribuzione di UP e UU, indistinguibili con l’esame 
colturale, sono emerse alcune differenze sostanziali, che potrebbero aprire inedite prospettive e nuovi possibili scenari per quanto attiene il ruolo 
eziologico, fino ad oggi estremamente controverso, di questi due microrganismi. Se i casi riscontrati in tamponi uretrali cono ancora troppo limitati per 
offrire qualche considerazione in merito, quelli ottenuti in tamponi cervicali, per numerosità e distribuzione, offrono qualche spunto di analisi. Da questi 
risultati preliminari sembra, infatti, emergere un ruolo maggiormente significativo per UP, rispetto a UU, con una forte presenza di UU in pazienti totalmente 
asintomatiche (50%) rispetto a UP (20.5%). Rispetto a UU, la presenza di UP è apparsa correlarsi molto intimamente con le vaginosi sintomatiche (30.1 
versus 8.3%), mentre nelle pazienti sintomatiche senza vaginosi i due micorganismi sono apparsi distribuiti più o meno uniformemente (47.9 e 41.7%). In 
una notevole percentuale di casi (44.4%) si è riscontrata un’associazione di entrambi i microrganismi, che è apparsa frequente in pazienti infertili (11.1%). 
Ciò che spesso sembra distinguere, però, le infezioni da UP rispetto a quelle da UU, è la frequente associazione di UU con altri micoplasmi, a fronte invece 
un’elevata percentuale di casi nei quali si è rilevata una presenza isolata di UP, sempre rapportata a quadri sintomatici, con una contestuale dimostrazione 
di un Cycle Threshold (CT) tendenzialmente basso, espressione di elevata concentrazione del target nel campione. Con tutti i limiti riferibili al ridotto 
periodo di analisi, dalla presente sperimentazione sembrano peraltro emergere alcuni dati degni di rilievo, e alcuni spunti che aprono nuove prospettive di 
lavoro, soprattutto per quanto riguarda l’inquadramento delle infezioni da micoplasmi urogenitali, sul cui ruolo eziologico in diversi contesti clinici fino ad 
oggi non esistono, se non elementi assolutamente contraddittori. Nonostante il limitato numero di pazienti analizzati, l’ipotesi di utilizzare il metodo in tutti i 
pazienti sessualmente attivi, si è già confermata una scelta sicuramente da perseguire, sia per motivi di prevenzione e salute pubblica, sia per meglio 
inquadrare prospetticamente le infezioni da micoplasmi urogenitali. Per quanto riguarda l’aspetto di prevenzione è stato, infatti, possibile dimostrare due 
casi di infezione uretrale asintomatica da CT, su un totale di 13 infezioni (15.3%), mentre si è potuta confermare un’infezione da NG in corso di terapia, non 
rilevabile con l’esame colturale. Un aspetto molto rilevante dell’utilizzo del nuovo metodo è apparso, però, proprio quello correlato alla possibilità di offrire in 
prospettiva una migliore interpretazione delle infezioni genitali da micoplasmi. MG sembrerebbe confermarsi un agente eziologico importante, ed 
effettivamente trasmissibile per via sessuale. Un caso di positività per MG riscontrata contestualmente a CT sembra, infatti, rappresentare un ottimo 
presupposto per confermare il medesimo meccanismo di trasmissione. MH non sembra, come atteso, per nulla correlato a infezioni uretrali, mentre è 
apparso sempre strettamente associato, insieme ad altri micoplasmi rilevati contestualmente, a episodi di dismicrobismo/vaginosi, con un probabile ruolo di 
semplice innocent bystander. UP emerge, invece, a differenza di UU, come un possibile, inedito, responsabile di quadri anche rilevanti sotto il profilo 
clinico. E ciò in considerazione non solo di una sua forte correlazione con i quadri sintomatici, ma soprattutto per il suo riscontro spesso isolato e la 
presenza di un Cycle Threshold quasi sempre basso, che ne escluderebbe il ruolo di semplice colonizzante. In merito a questo aspetto, che riteniamo 
assolutamente rilevante per meglio inquadrare prospetticamente le infezioni da micoplasmi, soprattutto quando si riscontrino più specie insieme nello 
stesso campione, bisognerà lavorare per ottenere una quantificazione più precisa dei diversi target rilevabili. Solo una più puntuale quantificazione dei 
target consentirà, infatti, di chiarire meglio il ruolo eziologico di alcuni micoplasmi, primo fra tutti UP, il cui attuale nesso con i quadri clinici descritti appare 
ancora piuttosto controverso.  



Su 71 tamponi uretrali esaminati, 11 (15.4%) sono 

risultati positivi per almeno uno dei 7 target, mentre 

su 291 tamponi endocervicali, si sono ottenute 114 

(39.1%) positività. 



• Riscontrati 13 casi di infezione da CT, tutti 

confermati in doppio con COBAS TaqMan CT Test 

v.2.0, Roche Diagnostics, Italia, in grado di 

rilevare anche la variante nvCT di CT. 

• Per quanto riguarda Ureaplasma spp., netta 

prevalenza di UP (84.5%), rispetto a UU (15.5%), 

sia in campioni cervicali che uretrali: a conferma 

che l’esame colturale non è in grado di 

distinguere correttamente le due specie sottese. 



M. parvum o U.urealyticum?

Dai dati ottenuti su 362 campioni esaminati:
� 77.6% Mycoplasma parvum

� 12.7% Ureaplasma urealyticum
� 9.7% M. parvum + U.urealyticum





• Nel 38.8% di campioni 

endocervicali si è riscontrata 

una positività per micoplasmi 

urogenitali.

• Il dato, insieme all’evidenza di 

una discreta frequenza di 

associazione tra specie 

diverse, conferma il ruolo di 

commensali opportunisti di 

questi microrganismi.



• Sul totale dei campioni positivi 

(uretrali+cervicali) UP è risultata la specie 

prevalente (60.8%), a cui seguono UU e MH 

(entrambi 11,2%) e MG (3.2%). 

• Rispetto al totale dei positivi, tra gli altri 3 

target ricercati, CT ha dimostrato una 

prevalenza del 10.4%, NG e TV del 0.8%. 



Un caso di infezione sintomatica da NG, non 

cresciuta in coltura, a conferma dell’utilità dei 

metodi molecolari in pazienti che abbiano già

in corso un trattamento antibiotico. 

Un caso di coinfezione a livello uretrale da 

CT+MG, a dimostrazione della potenziale 

trasmissione per via sessuale di questo 

microrganismo. 

Due casi di infezione asintomatica da CT su 13 

(15.3%), a conferma dell’importanza di 

eseguire lo screening su tutti i pazienti 

sessualmente attivi.

Da rilevare:



Salfa NC et al. Notiziario ISS 2010;23(10):11-15

Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, and 

Trichomonas vaginalis can present with vaginal discharge, 

but may also be asymptomatic.
BMJ 2007;335:1147-51





Pochi casi, 

sempre in 

associazione,

tutte vaginosi

Pochi casi, 

sempre in 

associazione,

tutte vaginosi

Solo 3 casi,

2 associati 

a vaginosi.

Solo 3 casi,

2 associati 

a vaginosi.

5 casi su 9 

associati a 

vaginosi

5 casi su 9 

associati a 

vaginosi

Rilevata una discreta correlazione 

tra quadri di infertilità e presenza di 

UU (16.7%) e UP (9.6%), oltre a CT

(11.1%).

Sembra emergere un ruolo 

significativo di UP, con forte 

associazione con quadri sintomatici 

(69.9%) rispetto a UU (33.3%). 



• UP è apparso particolarmente 

correlato con vaginosi 

sintomatiche, rispetto a UU (30.1 

versus 8.3%).

• Nelle pazienti sintomatiche senza 

vaginosi (vaginal discharge), UP e 

UU sono apparsi distribuiti più o 

meno uniformemente (47.9 e 

41.7%). 



Dall’analisi dei primi dati, ciò che appare 

rilevante è il riscontro di UP quasi sempre 

isolatamente, e fortemente rapportato a 

quadri sintomatici, con un contestuale Cycle

Threshold (CT) tendenzialmente basso, 

espressione di elevata concentrazione del 

target. 

Quale ruolo per U.parvum?



Kacerovsky M et al. Am J Obstet Gynecol 2011.

Mycoplasmas infections and

the Threshold Cycle (Ct)

The number of cycles required for fluorescent 

signal to exceed the threshold of background noise 

(threshold cycle, Ct) are inversely proportional to 

the amount of target nucleic acid in the sample

(i.e the lower the Ct level

the greater the amount of 

target nucleic acid in the 

sample). 





Nuovi test e nuovi scenari clinici

• I nuovi target genomici disponibili, se ben gestiti 

e utilizzati nella popolazione sessualmente attiva, 

aumentano sensibilmente le potenzialità

diagnostiche e consentono di intervenire sulla 

prevenzione, facendo emergere le quote di 

pazienti asintomatici.

• L’aumento di sensibilità delle nuove tecnologie e 

l’estendersi dei target apre nuovi scenari 

epidemiologici e interpretativi in diversi contesti 

clinici finora poco conosciuti o maleinterpretati.



Waites KB et al, Clin Microbiol Rev, 2005



Nuovi test e nuovi scenari clinici

La quantificazione (microbial load) di alcuni target

(soprattutto micoplasmi) rapportata al quadro 

clinico rappresenta un passaggio nuovo e 

ineludibile per inquadrare meglio il rapporto tra 

colonizzazione e opportunismo microbico, tra 

“infezione” e “malattia da infezione”.



Nuovi test e nuovi scenari clinici

Alla luce di dati più consistenti rapportati a 

diversi quadri clinici sarà possibile cominciare 

a definire se e quando trattare (e refertare) le 

infezioni da micoplasmi, e con quali farmaci 

trattarle, anche in presenza di eventuali 

coinfezioni (es.: CT + MG).



Nuovi test, appropriatezza e risorse

• L’implementazione di nuove tecnologie nel percorso 

diagnostico richiede un intervento “forte”

sull’appropriatezza, anche attraverso nuovi algoritmi e 

reflex testing. Una migliore selezione delle richieste 

libera risorse per ampliare la proposta analitica.

• L’estensione a 7 target genomici produce un incremento 

di spesa irrisorio (nel nostro caso +3.4%), se rapportato 

al costo della diagnostica tradizionale + almeno un 

target genomico (es.: CT) e all’outcome improvement. 

• Il costo del profilo completo MST resta immutato per il 

paziente (tetto ticket, max 1 ricetta).



In certain clinical situations the introduction 

of new and more effective laboratory tests 

has influenced the management of patients 

and related clinical outcomes directly. 

Appropriateness and costs

http://eprints.port.ac.uk. Last accessed March 2013.



La diagnostica molecolare delle malattie sessualmente trasmesse La diagnostica molecolare delle malattie sessualmente trasmesse (non HIV):(non HIV):
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