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I saggi di sensibilità nel laboratorio di 
Microbiologia Clinica

I saggi di sensibilità nel laboratorio di 
Microbiologia Clinica

�≈80 - 90% delle comunicazioni con l’utenza 

(clinici / pazienti / direzione aziendale / 

farmacia / ARS-Regione)

�≈10 - 20% del budget (variabilità a seconda 

della tipologia di laboratorio)

�Coinvolgimento del 100% del personale 

dirigente e tecnico



�Scelta della terapia antibiotica

�Epidemiologia delle resistenze 

(locale/nazionale) e loro evoluzione

�Sorveglianza mirata ad interventi di 

infection control (ceppi MDR/XDR 

ad alto rischio epidemico)

Ruolo dei saggi di sensibilità nel laboratorio di 
Microbiologia Clinica

Ruolo dei saggi di sensibilità nel laboratorio di 
Microbiologia Clinica



I test di sensibilità nel laboratorio di 
Microbiologia Clinica

I test di sensibilità nel laboratorio di 
Microbiologia Clinica

Servono davvero per la 

scelta della terapia?



Evidence for clinical implications of AST data Evidence for clinical implications of AST data 

CID 2007



Recent significant improvement in evidence supporting the clinical 
predictive value of phenotypic susceptibility testing  

Appropriate therapy associated with improved outcomes in serious
infections (e. g. BSI, pneumonia), community infections (e. g. UTI), 
and for specific pathogens (e. g. ESBL, Pseudomonas)

Central role of AST in dictating antimicrobial therapy and optimizing 
outcomes



�Accuratezza

�Completezza delle informazioni

�Rapidità dei risultati (TTR)
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L’accuratezza può variare in base a:
-tipo di molecola
-terreno di coltura
-metodica di saggio

L’accuratezza può variare in base a:
-tipo di molecola
-terreno di coltura
-metodica di saggio

Broth microdilution

Automated systems

Gradient diffusion

Disc-diffusion



XDR Klebsiella pneumoniae da cIAI

Antibiotico MIC mg/L(S/I/R) 

Amoxi/Clav >16 R

Pip/Tazo >64 R

Ceftazidime >32 R

Cefepime >32 R

Ertapenem >4 R

Imipenem >8 R

Meropenem >8 R

Amikacina >32 R

Gentamicina 4 I

Ciprofloxacina >2 R

Tigeciclina 4 R

Colistina ≤0.5 S

SXT >160 R

Saggiata con sistema automatico

APB+MEM

MEM

produttore di KPC



XDR Klebsiella pneumoniae da cIAI

Antibiotico MIC mg/L(S/I/R) 

Amoxi/Clav >16 R

Pip/Tazo >64 R

Ceftazidime >32 R

Cefepime >32 R

Ertapenem >4 R

Imipenem >8 R

Meropenem >8 R

Amikacina >32 R

Gentamicina 4 I

Ciprofloxacina >2 R

Tigeciclina 4 R

Colistina ≤0.5 S

SXT >160 R

Sistema automatico

Antibiotico MIC mg/L(S/I/R) 

Amp/Sulb >32 R

Pip/Tazo >128 R

Ceftazidime >128 R

Cefepime >64 R

Ertapenem >4 R

Imipenem >16 R

Meropenem >64 R

Amikacina >16 R

Gentamicina 2 S

Ciprofloxacin >2 R

Tigeciclina 1 S

Colistina ≤0.5 S

SXT >160 R

Microdiluzione in brodo
(sistema di riferimento)



SS RR

Tigeciclina e K. pneumoniae KPC+Tigeciclina e K. pneumoniae KPC+
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Sistema automatico

BMD (riferimento)

S = 10%

S = 63%

FIBIM Lab, dati non pubblicati

Le MIC di TIG determinate con il sistema automatico non sono 
affidabili



� Etest e Vitek2 vs. BMD di riferimento con 48 K. 
pneumoniae KPC+

� Vitek2 sovrastima le MIC di TIG (10% di Major Errors, 25% 
di minor Errors) e sottostima le MIC di meropenem e 
cefepime (27% e 67% di Very Major Errors, 
rispettivamente)

� Etest sovrastima leggermente le MIC di TIG (10% di 
minor errors)



2012

� Etest e Vitek2 vs. BMD di riferimento con 241 Gram-
negativi MDR (ESBL, CRE, CRA) 

� Vitek2 sovrastima la MIC (26% di Major Errors e 47% di minor 
Errors con i CRE)

� Etest sovrastima leggermente la MIC (1% di Major errors, 34% 
di minor Errors con i CRE)

I risultati per tigeciclina ottenuti con il sistema automatico 
richiedono una conferma con altra metodica
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Sist. automatico

BMD di riferimento

SS RR

FIBIM Lab, dati in archivio

Gentamicina e K. pneumoniae KPC+Gentamicina e K. pneumoniae KPC+

Le MIC di GEN determinate con sistema automatico non sono 
affidabili

S = 82%

S = 26% 3 VME



�Accuratezza

�Completezza delle informazioni

�Rapidità dei risultati (TTR)
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Serve la MIC?Serve la MIC?



CID 2012

Mortality

15 studies

MIC ≤1 mg/L MIC >1 mg/L

1.64 (1.14 - 2.37)

Treatment 
failure

11 studies

MIC ≤1 mg/L MIC >1 mg/L

2.69 (1.60 – 4.51)



2013

MIC PIP/TAZO 30-day mortality

≤2 mg/L 0/18 (0%)

4 - 8 mg/L 3/10 (30%)

>8 mg/L 4/7 (57%)

S

I/R



Antibiotic MIC mg/L (S/I/R) 

Pip/Tazo >16 R

Ceftazidime >8 R

Cefepime >8 R

Imipenem >8 R

Meropenem >8 R

Doripenem >4 R

Aztreonam >16 R

Amikacin >16 R

Gentamicin >4 R

Ciprofloxacin >1 R

Colistin 2 S

XDR Pseudomonas aeruginosa



MIC estese, oltre i 
breakpoint di R

Antibiotic MIC mg/L (S/I/R) 

Pip/Tazo >128 R

Ceftazidime 16 R

Cefepime 32 R

Imipenem 16 R

Meropenem 64 R

Doripenem >8 R

Amikacin >16 R

Gentamicin >4 R

Ciprofloxacin >2 R

Colistin 2 S

Valori reali di MIC

XDR Pseudomonas aeruginosa



Serve il meccanismo di resistenza?Serve il meccanismo di resistenza?



Refertare in base al meccanismo di resistenza: il dogma di 
MRSA

Refertare in base al meccanismo di resistenza: il dogma di 
MRSA

�presenza del meccanismo di resistenza 

(gene mec) = MRSA = R a tutti i β-lattamici 

tranne ceftarolina

�la rilevazione del gene mec è il golden 

standard per identificare MRSA

�cefoxitina/oxacillina screen: il miglior proxy

per rilevare fenotipicamente il meccanismo



2012

� OXA screen non rileva il 60% degli isolati mecA+

� Isolati di MRSA CC59:SCCmecV con basse MIC di  oxacillina (1-
2 mg/L)

� Cefoxitin screen più sensibile ma non rileva il 10% degli isolati 
mecA+

Importanza di avere a disposizione un test molecolare 

per conferma del gene mec



EID 2012

CMI 2013

JAC 2013

mecC+ MRSA increasingly detected in EUmecC+ MRSA increasingly detected in EU



Il profilo oxacillina S – cefoxitina R restituito 

dal sistema Vitek2 identifica gli isolati di 

MRSA mecC+ con alta sensibilità (89%) e 

specificità (99%)     

JCM 2013



Altri casi in cui è importante cercare il meccanismo 
di resistenza

Altri casi in cui è importante cercare il meccanismo 
di resistenza

�ESBL?

�Carbapenemasi (KPC, VIM, OXA-48, 

NDM)

�Cfr?



�Accuratezza

�Completezza delle informazioni

�Rapidità dei risultati (TTR)
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Ridurre il TTR dell’antibiogrammaRidurre il TTR dell’antibiogramma

�Antibiogramma “diretto” da emocoltura 

positiva (o altro campione clinico) 

Goglio et al – Microbiol Med 2011

Effettuato di routine dal 29% dei laboratori 

italiani (occasionalmente da un altro 23%)

- Buona correlazione con 

l’antibiogramma di riferimento

- Assenza di standardizzazione

- Rischio di false sensibilità (VME) 

per basso inoculo



Antibiogramma molecolareAntibiogramma molecolare

�Ricerca di determinanti di resistenza noti 

(su campione clinico, emocoltura positiva, 

isolato batterico)

�Mediante RT-PCR, microarrays, targeted 

NGS

�TTR: 1 - 12 h



Sample (isolate or 

positive sample)

highly multiplexed PCR

(R genes, housekeeping genes)

NGS run

Data interpretation

Info on several clinically relevant R genes 
Clonal profiling resolution higher than PFGE

TTR: ≈12 hrs

DNA extraction

2014



Antibiogramma molecolareAntibiogramma molecolare

�Ricerca di determinanti di resistenza noti 

(su campione clinico, emocoltura positiva, 

isolato batterico)

�Mediante RT-PCR, microarrays, targeted 

NGS

�TTR: 1 - 12 h

�Limitazioni
- copertura determinanti R

- costo

- false R (geni silenti)



Workflow emocolture positive - Microbiologia AOUC

Emocoltura positiva

Gram

Semina su piastra

ID (MALDI)

30 min

TTR

5 - 6 h

Risultato ATB

Meccanismi

20 - 24 h

ATB

EDTA/DPA/Chrom

TTR

ID (MALDI) 16 - 20 h

Risultato ATB

Meccanismi

40 - 48 h

ATB

EDTA/DPA/Chrom
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Workflow emocolture positive - Microbiologia AOUC

Emocoltura positiva

Gram

Semina su piastra

ID (MALDI)
1.5 - 3 h

TTR

5 - 6 h

Risultato ATB

Meccanismi

20 - 24 h

ATB

EDTA/DPA/Chrom

TTR

O
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rd

a
y

 t
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ck

30 min

Ematologia 

TMO (ICU)

carba genes

F
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 t

ra
ck

se Gram-negativo

Targeted NGS 

per analisi 

degli outbreaks 

più significativi



Nuove prescrizioni di antibiotici TICARD 
Siena

Nuove prescrizioni di antibiotici TICARD 
Siena



Conclusioni

� Rilevanza clinica dei saggi di sensibilità (guida della 

terapia, epidemiologia, sorveglianza)

� Personalizzazione del workflow AST in ciascun 

laboratorio e possibile diversificazione di percorsi

� Impatto rilevante dei saggi di sensibilità nella gestione 

del laboratorio: necessità di integrazione nel workflow

(garantire accuratezza, completezza e rapidità)

� Oltre l’antibiogramma convenzionale: 

antibiogramma molecolare e test di sinergia


