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microbiologica

- agente eziologico
- sensibilità ai farmaci

Scelta terapia mirata
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Patogeni alert

Prevenzione e controllo infezioni (IPC)

Stewardship terapeutica

Il contributo della microbiologia clinica nella gestione delle infezioni batteriche



Marzo 2024: un isolato clinico riferito da altro laboratorio …

Antibiotico
MIC mg/L

(S/I/R)

Pip-Tazob 1 I

Cefepime >8 R

Ceftazidime 4 I

Meropenem 1 S

Imipenem 1 I

Ceftol-Tazob 2 S

Ceftaz-Avib 1 S

Aztreonam 16 R

Amikacina 16 (S)

Tobramicina >4 R

Levofloxacina 0.5 I

Ciprofloxacina 0.5 I

Colistina >8 R

ID: Pseudomonas spp.

16S rDNA sequencing:

Burkholderia pseudomallei

??
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• Identificazione

Biochimica MALDI-ToF

• Antibiogramma
fenotipico

Diluizione

Diffusione

o Altamente standardizzata

o Antibiogramma fenotipico ampiamente validato 
come proxy per predizione efficacia clinica

• Isolamento in coltura

• Campione clinico (sangue, urina, escreato, 

liquor, essudati …)

Arricchimento

ancora oggi standard di riferimento

Diagnostica microbiologica colturale:

CATEGORIA DI SENSIBILITA’ (per ogni antibiotico saggiato)

S = sensibile, dosaggio standard
I = sensibile, esposizione aumentata
R = resistente



• Identificazione

Biochimica MALDI-ToF

• Isolamento in coltura

• Campione clinico (sangue, urina, escreato, 

liquor, essudati …)

• Antibiogramma
fenotipico

Diluizione

Diffusione

o Altamente standardizzata

o Antibiogramma fenotipico ampiamente validato 
come proxy per predizione efficacia clinica

Arricchimento

oLentezza (2 giorni)

1 giorno

1 giorno

Ozenci & Rossolini – J Antimicrob Chemother 2019

- Terapia empirica iniziale: ineludibile

- I risultati riportati nel referto potrebbero 
non riflettere lo scenario microbiologico 
attuale (una foto del passato…)

ancora oggi standard di riferimento

Diagnostica microbiologica colturale:



BAL testing: actual microbiological landscape at the time of 

reporting

BAL reported

NEGATIVE 

(N=32)

BAL

NEGATIVE

(N=26/32, 81%) 

POSITIVE

(N=6/32, 19%) 

P. aeruginosa

A. baumannii

S. marcescens

H. influenzae

K. oxytoca

E. cloacae

complex
GM Rossolini – data on file



• Identificazione

Biochimica MALDI-ToF

• Isolamento in coltura

• Campione clinico (sangue, urina, escreato, 

liquor, essudati …)

• Antibiogramma
fenotipico

Diluizione

Diffusione

Antibiogramma 
fenotipico 

rapido
TAT: 2 - 6 h

Arricchimento

1 giorno

1 giorno

Briggs et al – Diagn Microbiol Infect Dis 2021
Malmberg et al – Front Cell Infect Microbiol 2022

Citofluorimetria

Imaging

Metabolomica

recenti evoluzioni

Diagnostica microbiologica colturale:



arricchimentoSangue Subcoltura - ID antibiogramma

ATB

Antibiogramma fenotipico rapido

1-2 giorni prima

Vantaggi:

Rapidità

Solo con emocolture monomicrobiche

Validazione / composizione dei pannelli

Limiti:

Solo da emocolture positive (non da campione clinico)

ANTIBIOGRAMMA FENOTIPICO RAPIDO
- Imaging avanzato 
- Metabolomica
- Citofluorimetria
- Single-cell nanomotion



EVOLUZIONE DELLA DIAGNOSTICA MICROBIOLOGICA

Fine-1800: 
colture
isolanti

o Rilevazione patogeni mediante isolamento in COLTURA
o Identificazione e caratterizzazione fenotipica

oggi

Schmitz et al – J Clin Microbiol 2022

microscopia
Profilo 

biochimico Antibiogramma Proteomica

NUOVE 
TECNOLOGIE 
FENOTIPICHE

Fine-1900/2000: 
analisi genotipica

o Rilevazione patogeni e meccanismi di resistenza con 
ANALISI MOLECOLARI DIRETTE (NAAT, sequenziamento …) 



Diagnostica microbiologica molecolare

Ricerca marcatori molecolari: 
- di patogeni microbici
- di meccanismi di resistenza

arricchimentoSangue 3 giornisubcoltura antibiogramma

Gram ID MALDI

Altri 
campioni

2 giornicoltura/subcoltura antibiogramma

(Gram)

Posizionamento della diagnostica molecolare        
nel percorso analitico

o Ricerca di singoli target

o Ricerca di più target con pannelli sindromici

o Può essere rapida

o Anche direttamente da 
emo positiva e 
campione clinico

o Rileva anche patogeni 
fastidious / non coltiv.

o Automazione (possibile 
near patient)



Riccobono et al – Exp Rev Mol Diagn 2022

Esempio di pannello molecolare sindromico per polmonite

Batteri, batteri atipici, virus

Meccanismi di resistenza 
clinicamente rilevanti 

(antibiogramma molecolare)

Campione: BAL, BAS/TAS

TAT: 75 min



Lancet Respir Med 2022; 10:877





Diagnostica microbiologica molecolare limiti degli attuali pannelli sindromici

o Ampiezza dei pannelli limitata

Mancano:
SARS-CoV-2
HSV, VZV, CMV
S. maltophilia
Bordetella
Burkholderia
Achromobacter
C. psittaci
Aspergillus
Pneumocystis
…

Mancano:
GES, PER, VEB 
CMY, DHA
Rmt, ArmA
Sul, DHFR 
…

Riccobono et al – Exp Rev Mol Diagn 2022

pannello molecolare sindromico per polmonite



Diagnostica microbiologica molecolare limiti degli attuali pannelli sindromici

o Ampiezza dei pannelli limitata

Zervou et al – Methods Mol Biol 2017 

mPCR + NMR

pannello molecolare sindromico per BSI

- Pannelli piccoli
- TAT 3-5 hrs
- Costo elevato
- Non quantifica



Diagnostica microbiologica molecolare

evoluzioni dei pannelli sindromici

o Pannelli sindromici XR ultrafast da sangue

o Pannelli sindromici con quantificazione 
patogeni nel sangue (ddPCR)



ANTIBIOGRAMMA MOLECOLARE

Rilevazione rapida di meccanismi di resistenza 
a livello molecolare (geni di resistenza)

Inferenza del profilo di sensibilità/resistenza 
del patogeno

Informazione actionable ai fini di stewardship
terapeutica ed IPC

Arena et al – Fut Microbiol, 2017



ANTIBIOGRAMMA MOLECOLARE: CHALLENGES

o Gli attuali pannelli sindromici coprono solo alcuni 
meccanismi di resistenza

o L’interpretazione dei risultati non è attualmente 
standardizzata (non riporta valori di MIC 
interpretabili con il sistema dei breakpoints clinici)

o La predittività può essere variabile e l’interpretazione 
inferenziale dei risultati può essere complessa



Antibiogramma molecolare e stewardship terapeutica: il caso di Staphylococcus aureus e geni mec

Gatti et al – Microorganisms 2023

Staphylococcus aureus:
RILEVATO

MecA/C MREJ non rilevato

Antibiogramma genotipico Antibiogramma genotipico

Staphylococcus aureus:
RILEVATO

MecA/C MREJ RILEVATO

MSSA 
MRSA 



Più comuni patogeni MDR CZA MEV IMR FDC AZA SDU FPN

Enterobatteri ESBL + + + + + NO +

Enterobatteri KPC + + + + + NO NO

Enterobatteri OXA-48 + NO NO + + NO +

Enterobatteri MBL NO NO NO + + NO NO

Pseudomonas MBL NO NO NO + +?- NO NO

Acinetobacter OXA NO NO NO ? NO + NO

Acinetobacter MBL NO NO NO ? NO NO NO

CZA = ceftazidime/avibactam
MEV = meropenem/vaborbactam
IMR = imipenem/relebactam
FDC = cefiderocol Yahav et al – Clin Micro Rev 2021

Kaye et al – Infect Dis Ther 2023

AZA = aztreonam/avibactam
SDU = sulbactam/durlobactam
FPN = cefepime/enmetazobactam

Spettro di attività

Antibiogramma molecolare e stewardship terapeutica per nuovi anti-Gram-negativi



CTX-M Non rilevato

KPC RILEVATO

OXA-48 Non rilevato

IMP Non rilevato

VIM Non rilevato

NDM Non rilevato

Antibiogramma molecolare:

ID: Klebsiella pneumoniae

Antibiotico
Sensibilità/resistenza 

presuntiva

Ceftazidime R molto probabile

Cefepime R molto probabile

Amoxi/Clavul R molto probabile

Pip/Tazob R molto probabile

Ceftol/Tazob R molto probabile

Ertapenem R molto probabile

Meropenem R molto probabile

Aztreonam R molto probabile

Ceftaz/Avib S molto probabile

Mero/Vaborb S molto probabile

Imip/Releb S molto probabile

Cefiderocol S molto probabile

Aztreonam/Avib S molto probabile

CTX-M RILEVATO

KPC Non rilevato

OXA-48 Non rilevato

IMP Non rilevato

VIM Non rilevato

NDM RILEVATO

Antibiotico
Sensibilità/resistenza 

presuntiva

Ceftazidime R molto probabile

Cefepime R molto probabile

Amoxi/Clavul R molto probabile

Pip/Tazob R molto probabile

Ceftol/Tazob R molto probabile

Ertapenem R molto probabile

Meropenem R molto probabile

Aztreonam R molto probabile

Ceftaz/Avib R molto probabile

Mero/Vaborb R molto probabile

Imip/Releb R molto probabile

Cefiderocol S molto probabile

Aztreonam/Avib S molto probabile



Più comuni patogeni MDR CZA MEV IMR FDC AZA SDU FPN

Enterobatteri ESBL + + + + + NO +

Enterobatteri KPC +!! +! +! +! + NO NO

Enterobatteri OXA-48 + NO NO + + NO +

Enterobatteri MBL NO NO NO +!! + NO NO

Pseudomonas MBL NO NO NO + +?- NO NO

Acinetobacter OXA NO NO NO ? NO + NO

Acinetobacter MBL NO NO NO ? NO NO NO

CZA = ceftazidime/avibactam
MEV = meropenem/vaborbactam
IMR = imipenem/relebactam
FDC = cefiderocol Yahav et al – Clin Micro Rev 2021

Kaye et al – Infect Dis Ther 2023

AZA = aztreonam/avibactam
SDU = sulbactam/durlobactam
FPN = cefepime/enmetazobactam

Spettro di attività

Antibiogramma molecolare e stewardship terapeutica per nuovi anti-Gram-negativi

! resistenze emergenti



Antibiogramma 
molecolare

CTX-M Non rilevato

KPC RILEVATO

OXA-48 Non rilevato

IMP Non rilevato

VIM Non rilevato

NDM Non rilevato

Profili di sensibilità di Klebsiella pneumoniae KPC+ al test molecolare

Antibiotico
MIC mg/L

(S/I/R) 

Meropenem 64 R

CAZ-Avib 1 S

MER-Vabor 0.25 S

IMI-Releb 0.5 S

Cefiderocol 1 S

Antibiotico
MIC mg/L

(S/I/R) 

Meropenem 1 S

CAZ-Avib >32 R

MER-Vabor 0.25 S

IMI-Releb 0.5 S

Cefiderocol 4 R

Antibiotico
MIC mg/L

(S/I/R) 

Meropenem 32 R

CAZ-Avib >32 R

MER-Vabor 8 S

IMI-Releb 0.5 S

Cefiderocol 4 R

KPC-109KPC-31KPC-3

Antibiotico
MIC mg/L

(S/I/R) 

Meropenem 32 R

CAZ-Avib >32 R

MER-Vabor >32 R

IMI-Releb >16 R

Cefiderocol 4 R

KPC-3 iperprodotta

Di Pilato et al – Clin Microbiol Infect 2023
Di Pilato et al – Int J Antimicrob Agents 2023

I pannelli sindromici attuali non distinguono 
le varianti KPC e gli iperproduttori di KPC …
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molecolare
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KPC RILEVATO

OXA-48 Non rilevato

IMP Non rilevato

VIM Non rilevato

NDM Non rilevato

Antibiogramma 
molecolare

CTX-M Non rilevato

KPC RILEVATO

OXA-48 Non rilevato
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VIM Non rilevato

NDM Non rilevato
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NDM Non rilevato



Antibiogramma 
molecolare

CTX-M RILEVATO

KPC Non rilevato

OXA-48 Non rilevato

IMP Non rilevato

VIM Non rilevato

NDM RILEVATO

Profili di sensibilità di Klebsiella pneumoniae NDM+ al test molecolare

I pannelli sindromici attuali non 
distinguono i mutanti dei recettori 
dei siderofori …

Antibiotico
MIC mg/L

(S/I/R) 

Meropenem >64 R

CAZ-Avib >32 R

MER-Vabor >32 R

IMI-Releb >16 R

Cefiderocol 1 S

Antibiotico
MIC mg/L

(S/I/R) 

Meropenem >64

CAZ-Avib >32 R

MER-Vabor >32 R

IMI-Releb >16 R

Cefiderocol 64 R

NDM-1, CirANDM-1

Coppi et al – Euro Surv 2022

Antibiogramma 
molecolare

CTX-M RILEVATO

KPC Non rilevato

OXA-48 Non rilevato

IMP Non rilevato

VIM Non rilevato

NDM RILEVATO



Conclusioni

o Contributo essenziale della diagnostica microbiologica per stewardship
terapeutica IPC e sorveglianza microbiologica

o Diagnostica colturale: ancora riferimento (ma con alcuni limiti) 

o Nuove tecnologie molecolari in diagnostica microbiologica: vantaggi per rapidità
e sensibilità (ma con alcuni limiti)

o Complessità interpretative crescenti: necessità di competenze specialistiche

o Necessità di revisioni organizzative

o Necessità di ulteriori avanzamenti nel settore della diagnostica microbiologica, e 
di ulteriori valutazioni dell’impatto clinico delle nuove tecnologie diagnostiche


