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Campione n° 10: Pus
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Streptococcus agalactiae Streptococcus agalactiae/CoNS

Streptococco beta emolitico Streptococcus spp.

Streptococcus agalactiae (gruppo B)/Enterococcus spp. CoNS

Staphylococcus aureus Gardnerella vaginalis

Strept. dysgalactiae sub. equisimilis Staphylococcus epidermidis/Streptococcus sanguis

Enterococcus spp. Enterococcus faecalis/Staphylococcus aureus

Campione n° 7: Tampone Vulvoperineale

Streptococcus agalactiae
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Campione n° 1: Emocoltura

Staphylococcus epidermidis
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Staphylococcus coagulasi negativo
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Staphylococcus epidermidis/Altro isolato

Staphylococcus aureus

Assenza di batteri patogeni

Kocuria spp

Acinetobacter spp

Escherichia coli

Klebsiella oxytoca

Negativo
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L’importanza della diagnostica 

microbiologica di sepsi
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https://www.world-sepsis-day.org/

https://www.global-sepsis-alliance.org/
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Dellinger et al.

Sepsi: patologia tempo dipendenteSepsi: patologia tempo dipendente

VEQ Batteriologia - Ciclo 2017                                                                    
Campioni di materiali vari

19/09/2018



Emocoltura

È il gold standard della diagnosi microbiologica di 

sepsi:

 Identificazione agente etiologico

 Determinazione sensibilità agli antimicrobici

Possibilità di instaurare terapia antimicrobica 

efficace mirata (de-escalation….)
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Indicazioni all’esecuzione di emocoltura

In ogni caso sospetto di sepsi o batteriemia o fungemia

Tempi di esecuzione

Preferibilmente prima della terapia antibiotica 

ma i flaconi con adsorbenti gli antibiotici sono efficaci
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Come garantire una diagnostica di qualità
se non ottimale fino al

30% di falsi negativi

Fase analitica

Fase preanalitica
Sede prelievo

Numero e tempistica set

Volume totale di sangue

prelevato

Modalità di prelievo asettiche

Protocollo colturale (tempi, terreni etc.)

Tempistica/modalità refertazione

Valutazione contaminanti

Antibiogramma
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Volume prelevato

E’ la variabile più importante: il volume totale di 

sangue sottoposto ad emocoltura è

direttamente  proporzionale

alla possibilità di isolare il/i patogeno/i

Volume di sangue consigliato

Tipo pz. N° set
(fl. aerobio + fl. anaerobio)

Vol/set

(mL)

Adulti 2 - 3 > 20

Pediatrici (kg) N° flaconi

≤ 1 1 2

1,1 – 2 2 4

2,1 – 12,7 2 6

12,8 – 36,3 2 4 - 6

> 36,3 2 20
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Distribuzione delle emocolture analizzate in base ai

risultati ed al volume di sangue

843 emocolture
analizzate

537 (64%)
negative

306 (36%)
positive

64 (65%)
Volume

inadeguato

98 (32%)
contaminanti

208 (68%)
vere

batteriemie

34 (35%)
Volume

adeguato

84 (40%)
Volume

inadeguato

124 (60%)
Volume

adeguato
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Valutazione contaminanti

 Differentiating “contaminants” from true pathogens is extremely difficult, 

especially because the same species can easily be found in either situation.

 Policies for processing and reporting possible/likely blood culture contaminants 

should be in place to standardize the minimal laboratory evaluation and to avoid 

unnecessary therapy for the patient.

 The organisms commonly associated with contaminated blood cultures (Bacillus 

[not B. anthracis] spp., Corynebacterium spp., Propionibacterium spp., coagulase-

negative staphylococci, viridans group streptococci, Aerococcus spp., Micrococcus

spp., and many others) are perfectly capable of causing serious infection in the 

appropriate setting. Coagulase-negative staphylococci, because of their ability to 

colonize and form a biofilm on indwelling and prosthetic devices and their 

ubiquitous presence on the human skin, are the primary agents of both 

catheter-associated septicemia and false-positive blood cultures
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Cosa dovrebbe garantire il 

Laboratorio di Microbiologia Clinica?

Diagnostica rapida ed accurata per

 individuare l’agente etiologico

 identificare gli agenti patogeni a livello di specie in maniera accurata, 

ma quanto più possibile rapida

fornire rapidamente informazioni per instaurare, nel minor tempo 

possibile, un’adeguata terapia (inizialmente empirica o, meglio, “ragionata” 

e poi mirata)

Attraverso

 aggiornamento continuo dei protocolli e delle procedure

 implementazione di nuove metodiche 

(clinicamente validate e da eseguire secondo criteri standardizzati)

In relazione

Alle necessità cliniche del bacino di utenza

(quindi anche alla complessità assistenziale, diagnostica e terapeutica 

della struttura ove opera) ed all’epidemiologia locale
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Kreger. Am J Med 1980; 68:344–355 

• 612 patients with Gram-negative bacilli bloodstream 
infections

• Appropriate antibiotic therapy reduced mortality rate by 
50% across all severities of underlying disease

• Early appropriate antibiotics reduced frequency of 
septic shock by 50%

L’evidenza: 

quanto è importante impostare una 

corretta terapia iniziale?

Fornire identificazione ed antibiogramma 

accurati il più rapidamente possibile
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e comunque………..

The promise of a Star Trek-inspired hand-held 

infectious diseases diagnostic device that scans a patient’s 

body and immediately provides the information needed for 

diagnosis and treatment is probably years away. 

Until that time, when the clinicians and 

microbiologists become unemployed, we can use the amazing 

technologies that are already available

Ellen Jo Baron

Director, Stanford Clinical Microbiology Laboratory
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Antibiogramma convenzionale (o fenotipico)

messa in evidenza della crescita del microrganismo cimentato con 

concentrazioni standard di antimicrobico = 16 – 24 h (o più, con 

patogeni a crescita lenta come miceti, batteri anaerobi, micobatteri….)

Antibiogramma molecolare

messa in evidenza di alcuni meccanismi di resistenza, clinicamente 

rilevanti, con metodiche molecolari = < 2 ore

(target geni di resistenza: NAAT; target proteine che conferiscono 

resistenza: IC rapida, in studio spettrometria di massa…)

19/09/2018
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Antibiogramma convenzionale (o fenotipico)

 Tempi lunghi di esecuzione

 Fornisce informazioni, qualitative e quantitative, sul fenotipo di sensibilità di un 

microrganismo nei confronti di degli antimicrobici che decidiamo di inserire nel test 

(potenzialmente efficaci, necessari per messa in evidenza meccanismi di resistenza, presenti 

nella farmacopea «locale» etc.)

 Mette in evidenza anche resistenze causate da meccanismi al momento sconosciuti a livello 

molecolare

Antibiogramma molecolare

 Tempi brevi di esecuzione (<2 h) 

 Disponibilità di sistemi diagnostici per mettere in evidenza un limitato pattern di meccanismi 

di resistenza

 Non fornisce dati quantitativi (CMI), necessari a valutazione di farmacocinetica e 

farmacodinamica (antimicrobial stewardship, pazienti critici, alcuni microrganismi, alcuni 

antibiotici…)

 Può mettere in evidenza un gene di resistenza inattivato o non espresso

 Costi

 Risorse umane
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Campione di sangue

Metodi molecolari diretti

(SeptiFast, Magicplex…)

(alcune ore)

Emocoltura

Emocoltura positiva

(8 h – alcuni gg.)

Colorazione di Gram

(<2 h)

Report telefonico 

e preliminare 

tramite LIS

(terapia 

ragionata)

Metodi molecolari su 

campione positivo

(Microarray. Multiplex 

PCR)

(poche ore)

Metodo tradizionale

Metodo «velocizzato»

Metodo molecolare

Subcoltura

(6-24 h)

ID (MALDI Tof)

(pochi minuti)
AST

(12-24 h)

Inoculo diretto

ID (MALDI Tof)

(pochi minuti)
AST

(12-24 h)

Report parziale 

tramite LIS 

(ID + AST 

molecolare)

(terapia 

ragionata)

Report completo 

tramite LIS

(terapia mirata)

Report parziale 

tramite LIS

(terapia ragionata)
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Metodo tradizionale:

referto completo ed attendibile, ma tempi lunghi

Metodo «velocizzato:

dati da confermare (AST), tempi accorciati di alcune ore

Metodo molecolare:

dati parziali, includono ID e AST «molecolare,

tempi brevi, costi, competenza (+/-), strumentazione e 

talvolta personale dedicati

Le metodiche molecolari (escluso il sequenziamento) 

mettono in evidenza solo specifici target 

(microrganismi, geni di resistenza…..) per cui il sistema 

possiede sistemi di rilevamento (generalmente «sonde»)
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Tecniche molecolari dirette

(su campione di sangue)

SeptiFast Test (PCR real-time multiplex):

circa 5 h

25 patogeni batterici e fungini (ritenuti responsabili di circa 90% 

sepsi) + MRSA 

Sensibilità rispetto a coltura: 85-90%
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Magicplex Sepsis Test(PCR real-time multiplex):

circa 3,5 h + estrazione DNA

73 patogeni batterici e fungini (ritenuti responsabili di circa 90% 

sepsi) + MRSA, vanA e vanB
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 Costosi

 Necessitano personale dedicato

 Efficaci solo in lab h 24 (o h 12….)

 «Antibiogramma molecolare» dedicato solo Gram positivi

 A causa della bassa carica microbica nel campione possono 

dare falsi negativi
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Metodi molecolari su emocoltura positiva

(poche ore)

Hyplex BloodScreen (PCR ELISA):

5-6 h

2 moduli (6 Gram pos e mecA; 3 + Klebsiella spp. Gram neg) 
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Etc……….

Molti test «integrativi 

disponibili, ma i costi? 

Il personale?

VEQ Batteriologia - Ciclo 2017                                                                    
Campioni di materiali vari

19/09/2018



Prove-it Sepsis (Microarray)

4 h

28 microrganismi + MRSA

Lancet, 2010. Peters at al.

1,6% falsi positivi

3% falsi negativi
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Meccanismi di 

resistenza in 

Gram negativi
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Batteri Gram negativi: resistenze 

acquisite ai betalattami
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Verigene (Microarray + nanosfere)

Circa 3 h

Pannello Gram positivi (13 ID + R a vanco e meticillina) 

Pannello Gram Negativi (9 ID + CTX-M, IMP, KPC, NDM, OXA, VIM)

Buon pannello per le 

resistenze, limitato per le ID
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Pannello FilmArray
(ibridazione tramite tecnologia Microarray 1 h)

Tempo necessario circa 1 h
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Quindi:

l'antibiogramma molecolare non può essere considerato come 

un test sostitutivo dell’antibiogramma convenzionale, ma un 

test supplementare che può fornire alcune informazioni in 

tempi più brevi (e talvolta informazioni aggiuntive), laddove 

questo sia essenziale per l’outcome del paziente
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Le nuove frontiere della 

diagnostica microbiologica
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Analisi Morfocinetica Cellulare (MCA)

Accelerate PhenoTest™ 

 Identificazione in 90 min

 Antibiogramma fenotipico in 7 ore
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La realtà oggettiva:

 Risorse umane

 Risorse economiche

 Tempi per espletamento gare

 Appropriatezza richieste
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