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Disfunzione di organi, causata da una risposta abnorme 
dell’ospite all’infezione che mette in pericolo la vita

fattore tempo risulta cruciale per il 
miglioramento della prognosi, come 
in altre patologie tempo-dipendenti, 
quali l’infarto miocardico acuto e 
l’ictus o il trauma.

• Intended to

• Diagnose bloodstream infection (BSI)

• Identify the causative agent

• Guide antimicrobial terapy

• Lifethreatening infections
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• Conventional microbiology

OLD BUT 

GOLD

• Molecular/omic microbiology

❑ Scelta del test

❑ Selezione del sistema più appropriato

❑ Organizzazione laboratorio-revisione flussi 

organizzativi

❑ Ridefinizione attività professionali

❑ Report epidemiologici aggiornati e condivisi

❑ Consulenza microbiologica: prelievi, 

interpretazione dei risultati , procedure, correzioni

❑ Impatto sulla stewardship antibiotica

+

Diagnostic stewardship (gestione della
diagnostica)

Risultati clinicamente rilevanti rapidi e
accurati, al fine di influire il più
positivamente possibile sull’outcome del
paziente.

Microbiologia di precisione

➢ Necessarie maggiori competenze cliniche
➢ Una maggiore sensibilità epicritica
➢ Migliore comunicazione
➢ Percorso diagnostico ottimizzato

INTEGRAZIONE



polisaccaridi
proteine

acidi 
nucleici

Targets
Maggiore rapidità 
Maggiore sensibilità 
Maggiore accuratezza

Maggiore sensibilità (patogeni non/difficilmente 
coltivabili/visualizzabili, patogeni non vitali)

Indipendente dalla necessità di 
isolare il patogeno in coltura / 
visualizzarlo al microscopio

Informazioni diverse/complementari non in contrasto con 
le metodiche tradizionali

Limiti che devono essere conosciuti, e diverso significato 
delle informazioni

NAAT : ricerca solo alcuni patogeni / meccanismi di R

NAAT : possibile sovrastima resistenze (geni non espressi)

No informazioni sulla MIC

Informazioni prevalentemente sulle resistenze



Presunta resistenza ai
betalattamici e ai
carbapenemi

Probabile sensibilità a
Ceftazidime/avibactam o
Meropenem/vaborbactam

Nessuna informazione sulla
sensibilità/resistenza ad
altre molecole
No MIC

Geni resistenza: 
CTX-M negativo 
KPC positivo 
VIM negativo 
OXA-48 negativo
NDM negativo

ATB MOLECOLARE

ID MOLECOLARE

Antibiotico MIC mg/L

Amikacina

Amoxi/Clav

Cefotaxime

Ceftazidime

Cefepime

Gentamicina 1 S

Ciprofloxacina >2

Colistina 0.25 S

Fosfomicina

Ertapenem >2 R

Imipenem

Meropenem

Tigeciclina 1

Ceftaz/avibact. 2 S

Klebsiella pneumoniae Antibiogramma fenotipico





MALDI-TOF

Determinazione della composizione elementare di un campione.

misurazione del rapporto massa-carica di composti chimici, previa loro ionizzazione.

La tecnica consiste nell’assorbire il campione su una matrice Il campione, introdotto

nella apparecchiatura, viene colpito da un laser, che provoca l’eiezione dei peptidi

dalla piastrina sotto forma di un gas ionizzato, in cui ciascuna molecola porta una o

più cariche positive. I peptidi ionizzati sono poi accelerati in un campo elettrico e

volano verso il rilevatore. Il tempo necessario perché raggiungano il rilevatore è

determinato dalla loro massa e dalla loro carica. Gli ioni giungono così in tempi

differenti al detector, e vengono mostrati dallo strumento stesso attraverso spettri di

massa, in cui ogni picco rappresenta la quantità di uno stesso ione, disposti sull'asse

delle ascisse in base al loro rapporto massa/carica.

PNA FISH
Ibridazione fluorescente in situ

In presenza di segnalata positività del
flacone di emocoltura, si sceglie lo
specifico kit di sonda sulla base delle
informazioni riguardanti il germe
patogeno, ottenute dall’esame
batterioscopico, dopo colorazione di
Gram, e si procede all’allestimento dei
vetrini per l’ibridazione fluorescente in
situ



Il sistema Verigene® utilizza la tecnologia brevettata delle probes
oligonucleotidiche associate a nanoparticelle d’oro per rilevare i
targets di acido nucleico batterico presenti nelle aliquote di
emocolture positive per mezzo dell’ibridazione agli oligonucleotidi
sonda di cattura legati a un microarray.

diagnostica molecolare basata su tecnologia PCR multiplex per l’identificazione 
degli acidi nucleici



FilmArray

nested multiplex PCR (nmPCR) che consiste in una prima reazione di
amplificazione con una coppia di primer “esterni” ad ampio range
complementari a domini proteici conservati presenti nei batteri di
interesse, a cui segue una seconda PCR che impiega come stampo
l’amplificato diluito della prima reazione e una coppia di primer specie-
specifica di una regione interna all’amplicone prodotto dalla prima PCR





Identification for 19 bacteria and yeast targets from

positive blood cultures

TAT about 5 hours

Ibridazione in situ 
+ analisi 
morfocinetica
cellulare

tecnologia del light-scattering monitoraggio 
della crescita batterica in un terreno molto 
ricco di nutrimenti
registrazione continua della torbidità del 
campione
possibilità di creare una  curva di crescita 
che consente di dedurre la sensibilità o la 
resistenza del patogeno a vari antibiotici 

Phenotipic susceptibility results
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direct
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EMOCOLTURA 
POSITIVA

SEMINA SU TERRENI 
SELETTIVI E 

DIFFERENZIALI
LETTURA 

DEL GRAM

FLACONE 
AEROBIO (TAPPO 

BLU)

- PVX
- COS
- McK
- MSA
- SGC2

in aerobiosi 
a 37°C

FLACONE 
ANAEROBIO (TAPPO 

ORO)

- PVX
- COS
- McK
- MSA
- SGC2

+
- SCS

in 
aerobiosi 
a 37°C

Sacchetto o giara 
per anaerobiosi 
(porre in 
termostato)

PRIMA DIAGNOSI 
DIFFERENZIALE

LETTURA ENTRO 30 MIN



LETTURA 
DEL GRAM

cocchi a grappolo

cocchi a catena
(o diplococchi)

bacilli Gram negativi

Lieviti, emocolture 
polimicrobiche, urgenze 
(Pz critico, notte ecc.)

ID diretta con Maldi-TOF  
MS da pellet

ATB da patina 

Maldi-ATB

Multiplex

NB: se Enterococcus faecium
eseguire RT-PCR vanA/vanB

K. pneumoniae:
test rapido Carba-5;

POS

NEG

KPC+,OXA 
48+,MBL-

ESBL screening

Altri Enterobatteri (escluso Pseudomonas
spp, Acinetobacter spp):
test rapidi per la ricerca di markers di 

resistenza (CTX-M e/o ESBL)

Test della coagulasi

ID e ATB 

Se Staphylococcus
aureus→ RT-PCR

MRSA/SA per meticillino-
resistenza

Empirica standard

Ceftazidime
Avibactam+ ***

MBL+
Anti CRE 1° generazione+ 
***Ceftazidime Avibactam+ 
***,o Aztreonam+Ceftazidime
Avibactam

***
Tigeciclina
Meropenem HD
Fosfomicina
GentamicinaAntibiogramma definitivo



❑ Utilizzare un algoritmo interpretativo per riconoscere i contaminanti

❑ Ridurre al minimo l’identificazione dei contaminanti  

❑ Non effettuare l’antibiogramma sui contaminanti /effettuarlo senza 

però riportare i risultati nel referto in modo da poterlo avere disponibile 

in caso di isolamento ripetuto dello stesso germe da altri set di 

emocoltura

❑ Conservare per alcuni giorni i ceppi per eventuali approfondimenti in 

caso di successivi isolamenti dello stesso germe

Kirn TD, Weinstein MP. Update on blood cultures: how to obtain, process, report, and interpret. CMI 2013;19:513-20.
Weinstein MP, Van Doern G. A Critical Appraisal of the Role of the Clinical Microbiology Laboratory in the Diagnosis of Bloodstream Infections. Journal of Clinical Microbiology 2011; 49:S26-S29.



NOTA al referto:
Probabile contaminante: antibiogramma non eseguito, disponibile su 
richiesta.

Valutare periodicamente i tassi di contaminazione

Diffondere annualmente, insieme ai dati sui patogeni, i tassi di 
contaminazione, suddivisi per reparto di provenienza

Il valore proposto come indicatore Standard è ≤3% dei set, da 
emocoltura periferica, contaminati sul totale degli eseguiti

Garcia RA et al. Multidisciplinary team review of best practices for collection and handling of blood cultures to determine effective interventions for increasing the yield of true-positive bacteremias, 
reducing contamination, and eliminating false-positive central line-associated bloodstream infections. Am J Infect Control 2015;43:1222-37.
Baron EJ et al. Cumitech 1C, Blood cultures IV. Coordinating editor, Baron EJ, ed. ASM Press, Washington, DC., 2005.



Risultati
Rapidi e accurati
di tutti i test

Stato del campione

Pz critico: risultati 
del Gram e dei 
MKS di resistenza
Registrati e 
comunicati entro 
60 min.



!







2021: organizzazione H 24, termine della formazione del personale sia dirigente sia tecnico, processazione da parte di

tutto il personale delle emocolture sia 140 sia 100, inserimento tempestivo e validazione del vetrino eseguito con

colorazione Gram nel LIS del laboratorio. Ulteriori corsi di aggiornamento (dicembre 2021).

2019: organizzazione H 12 (reperibilità notturna), esistenza delle sole emocolture 100

2020

• I semestre: periodo di transizione tra H 12 e H 24, introduzione delle emocolture 140, loro processazione anche

durante la fascia notturna, inizio della formazione per la processazione delle emocolture da parte di tutto il personale.

• II semestre: processazione durante l’orario 20-8 anche delle emocolture 100

Organizzazione del laboratorio

2022: organizzazione H24, 7/7



Il percorso inizia nei reparti
ad alta intensità di cura
dove per i pazienti in shock
settico il personale clinico
può attivare, tramite il
sistema di Order Entry
aziendale, la richiesta del
test Emocoltura Urgente,
identificato nel LIS con una
codifica dedicata.

Emocoltura aerobia urgente 140… 

 

Emocoltura anaerobia urgente 140… 

Emocoltura pediatrica urgente 140… 

 

• U.O.C. Pronto Soccorso Accettazione Dea

• U.O.C. Pediatria – Pronto Soccorso

• U.O.C Ostetricia e Ginecologia – Pronto

Soccorso

• U.O.C. Anestesia e Rianimazione I e II

• U.O.C. Malattie infettive

PROGETTO SHOCK SETTICO EMO 140



Il personale del reparto richiedente, attraverso un componente
specifico del LIS, è quindi in grado di monitorare in tempo reale lo
stato di lavorazione del test.

I flaconi delle Emocolture Urgenti,
identificati da un codice campione LIS
dedicato, arrivano in Laboratorio
dove, tramite la lettura dei codici
barcode del flacone e del LIS, la
strumentazione associa univocamente
le informazioni del paziente al test e
trasmette l’evento di check-in al LIS.

Dopo che il flacone viene inserito
all’interno dello strumento, inizia
la lettura in continuo, ogni 10min
grazie ad un sofisticato
meccanismo su base ottica che
sfrutta la produzione di CO2 del
metabolismo batterico.



La segnalazione dei flaconi
positivi è immediata ed avviene
tramite segnali acustici e ottici;
inoltre il risultato positivo viene
trasmesso in automatico ed
inserito nel LIS in tempo reale.

Un modulo software dedicato del LIS interroga ogni 30 minuti la base
dati dei risultati, «intercetta» i nuovi positivi ed invia in automatico una
e-mail di alert ad una casella postale aziendale appositamente
configurata.

Inserire immagine di 
VPlus con mail alert
(Simone)

Un software realizzato dai
Sistemi Informativi Aziendali
ed agganciato alla centrale
telefonica «interpreta» la mail
di alert inviata dal LIS e attiva
una telefonata con un
messaggio preregistrato verso
il numero di cellulare del
reperibile del Laboratorio.



Ricevuta la telefonata, il personale del
Laboratorio rimuove il flacone positivo dallo
strumento ed allestisce vetrino, colorato
mediante colorazione di Gram, e sub-coltura
su terreni dedicati.

Il personale dirigente valuta al
microscopio la presenza di batteri,
lieviti definendo come procedere
utilizzando gli algoritmi in uso presso il
Laboratorio

L’esito dell’ esame microscopico
viene inserito nel Lis di Laboratorio
che riceve dallo strumento Fx, oltre
al dato di positività del flacone,
anche quello del TDR, validato e
reso immediatamente consultabile
dal reparto richiedente.



In base all’esame microscopico, alla
storia clinica del pz ed
all’epidemiologia locale vengono
allestiti:
• Spettometria di massa per 

identificazione rapida di genere e 
specie 

• Test cromatografici/RT PCR per 
evidenziare eventuali markers di 
resistenza asssociati

• Antibiogramma diretto da 
flacone positivo o da patina

I risultati ottenuti
vengono inseriti nel Lis
di Laboratorio e resi
immediatamente
consultabili dal reparto
richiedente.



Nell’ambito del progetto di stewardship antibiotica il dirigente può indicare in sede di refertazione se i risultati inseriti debbano 
essere trasmessi ai consulenti infettivologi identificati dal CIO per ciascun reparto.

Il LIS è configurato per poter recepire la scelta fatta in sede di refertazione e generare automaticamente una e-mail tramite il
sistema di alerting descritto in precedenza.



Inserimento risultato 
preliminare



Ora di positivizzazione

100 140

2019 2020 2021 2022 2019 2020 2021 2022

POS 8-20 2000 1854 1921 743 224 288 90

POS 20-6 2045 2052 1979 767 214 240 96

POS 6-8 410 424 401 162 55 50 21



GRUPPO HACEK







T2 Candida panel C. albicans
C. tropicalis
C. krusei
C. glabrata
C. parapsilosis

Associa la RM alle metodiche molecolari. 

Amplifica il DNA e detecta i prodotti amplificati grazie 

all’agglomerati di particelle super para magnetiche che 

vengono riconosciute da una risonanza magnetica. 

NON è necessaria purificazione e estrazione.

E.   coli 
K.   pneumoniae
P.    aeruginosa
A. baumannii
B. S. aureus
C. E. faecium

Sensibilità: 89.5%
Specificità: 98.4%

Costi  molto elevati: 10/20 volte

T2 bacteria panel
4-5 hours- from blood



Rapid diagnostic platform that integrates a novel one-step blood droplet digital 
PCR assay and a high throughput 3D particle counter system with potential to 
perform bacterial identification and antibiotic susceptibility profiling directly from 
whole blood specimens, without requiring culture and sample processing steps.



Sequenziamento genomico culture-free
La UOC Microbiologia e Virologia con il reparto di Malattie Infettive ha attivato un

progetto di ricerca corrente sul sequenziamento del DNA TOTALE da campione clinico

purificato

Tecnologia di sequenziamento di terza generazione che permette di sequenziare singole

molecole di acidi nucleici di grande dimensione. Non utilizza DNA-polimerasi si basa sulla

variazione di carica elettrica data dal passaggio dei nucleotidi in un nanoporo

Le sfide da affrontare:

• purificazione del campione batterico da substrato e cellule umane ->

centrifugazione, uso di saponine + approccio bioinformatico durante il

sequenziamento

• basso numero di cellule / basso contenuto di DNA -> utilizzo di sistemi di 

microfluidica ed eventuale amplificazione del DNA totale

• ottenimento di una risposta rapida e precisa -> con OXFORD NANOPORE la 

preparazione del campione dura pochi minuti ed è possibile accedere alle lunghe 

sequenze (circa 10.000 basi) già durante il sequenziamento
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