
Il ruolo del Laboratorio



1- RAPIDITA’ NEL FORNIRE UN REFERTO

2- FORNIRE UN REFERTO AGGIORNATO

3- SORVEGLIANZA ED 
EPIDEMIOLOGIA LOCALE



1- RAPIDITA’ NEL FORNIRE UN REFERTO

2- FORNIRE UN REFERTO AGGIORNATO

3- SORVEGLIANZA



1 – IDENTIFICAZIONE BATTERICA 
CON SPETTROMETRIA DI MASSA

2 – TEST RAPIDI BIOLOGIA MOLECOLARE 
PER RESISTENZE

3 – TEST RAPIDI IMMUNOCROMATOGRAFICI 
PER RESISTENZE 



Diagnostica microbiologica della sepsi

Metodi tradizionali

 Giorno 1: prelievi ed 
incubazione dei flaconi.

 Giorno 2: 
positivizzazione dei 
flaconi

 Giorno 3: crescita delle 
colonie

 Giorno 4: identificazione 
batterica (biochimica) ed 
antibiogramma

Spettrometria di massa 

MALDI - TOF

 Giorno 1: prelievi ed 
incubazione dei flaconi

 Giorno 2: 
positivizzazione dei 
flaconi con 
identificazione batterica 
(spettrometria di massa) 
da flacone positivo.

 Giorno 3: 
antibiogramma.



Identificazione diretta da emocoltura positiva 
mediante spettrometria di massa (MALDI-TOF)



 L’utilizzo della tecnologia MALDI-TOF MS per
l’identificazione diretta dei batteri aerobi da emocoltura
positiva si è confermata essere una possibilità diagnostica
di grande interesse, essendo in grado di fornire (soprattutto
per le specie microbiche maggiormente critiche sul piano
clinico-terapeutico) una importante anticipazione
nell’identificazione batterica con livelli di accuratezza
adeguati.

 Fra i protocolli operativi considerati nella nostra
valutazione si sono in particolare dimostrati altamente
performanti la Centrifugazione e Semina con incubazione
del terreno solido per 4 ore e la Semina Diretta con
incubazione protratta per 5 ore.
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ABSTRACT

We directly tested 484 organisms from clinical samples (n=310) and 
simulated (n=174) positive blood cultures using NG-Test Carba 5 
assay for carbapenemase-producing Enterobacterales detection. The 
assay identified all but 4 of the KPC (170/171), OXA-48-like (22/22), 
VIM (19/21), and NDM (14/15) producers with no false positives. 
Among the clinical Klebsiella pneumoniae organisms tested, 122 of
123 KPC, 1 of 1 OXA-48-like, and 1 of 2mVIM producers were
detected by the assay. Some VIM and NDM producers yelded scant
but still-readable bands with the assay. No organisms produced the 
IMPs that the assay was designed to detect.



1- RAPIDITA’ NEL FORNIRE UN REFERTO

2- FORNIRE UN REFERTO AGGIORNATO 
ED ATTUALE

3- SORVEGLIANZA ed 
EPIDEMIOLOGIA LOCALE



http://www.eucast.org/
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K. pneumoniae KPC + (n=102): sensibilità alla colistina
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I test di microdiluizione in brodo correlano bene con i test di riferimento, in

particolare nel caso di Sensititre e Micronaut.

Risultati considerevolmente più bassi sono stati ottenuti nel caso dei test di

diffusione con gradiente (essential agreement tra il 43 e il 71%). Questi test

generalmente sottostimano la MIC per la colistina, determinando un

significativo numero di risultati falsamente sensibili.

F. Luzzaro – UO Microbiologia – ASST Lecco



Sistemi di microdiluizione in brodo per singolo antibiotico



Tutte le metodologie testate (Sensititre, Vitek 2, Etest, MIC Strip Test,

diffusione da disco) mostravano una bassa concordanza rispetto al metodo di

riferimento (agar- diluizione).

In particolare, Sensititre ed Etest avevano alte percentuali di VME e

presumibilmente tendono a sottostimare i valori.

Vitek 2, il MIC Strip Test e la diffusione da disco avevano alte percentuali di

ME e quindi tendono a sovrastimare i valori di MIC.

F. Luzzaro – UO Microbiologia – ASST Lecco















F. Luzzaro – UO Microbiologia – ASST Lecco



Antibiotico ESBL CRE
MDR

Pseudomonas
MDR

Acinetobacter

Cefiderocol SI KPC e NDM SI SI

Ceftolozano/Tazobactam SI NO SI NO

Ceftazidime/Avibactam SI
KPC e OXA-48

(NO MBL)
SI NO

Ceftarolina/Avibactam SI
KPC e OXA-48

(NO MBL)
NO NO

Aztreonam/Avibactam SI MBL SI NO

Meropenem/Vaborbactam SI KPC NO NO

Imipenem/Relebactam SI
KPC e OXA-48

(NO MBL)
NO NO

Plazomicina SI
KPC

(NO NDM)
NO NO

Everacyclina SI KPC NO SI

NUOVI ANTIBIOTICI E SPETTRO D’AZIONE

F. Luzzaro – UO Microbiologia – ASST Lecco



Microdiluizione in brodo

Pannello 
Gram-negativi MDR
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WASP 
Walk away specimen processor
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Colonizzazione intestinale da Klebsiella peumoniae produttore di carbapenemasi e 
rischio di infezione da germi multi-drug resistant (MDR): studio retrospettivo.

Sala E.*, Mauri R., Cimetti S.°, Bonvini L.°, Busnelli M.°, Santoro D. 
U.O. Malattie Infettive, U.O.S. Microbiologia*, Uffico Epidemiologico Aziendale° – A.O. Sant’Anna - COMO

INTRODUZIONE La colonizzazione intestinale da K. pneumoniae produttore di carbapenemasi (KPC) è un problema emergente in ambito 

ospedaliero. In Europa, Grecia (>50%) e Italia (25-50%) presentano, in base ai dati EARSS 2011-2014, le maggiori percentuali di 

resistenza di K. pneumoniae ai carbapenemi.  Presso l’Ospedale Sant’Anna di Como, il primo riscontro di KPC risale all’agosto 2010. 

Dall’agosto 2012 è in atto una sorveglianza attiva, con tampone rettale al momento del ricovero, per il rilievo dei pazienti colonizzati a 

livello intestinale con Enrterobacteriaceae produttori di carbapenemasi. In questo studio ci proponiamo di definire se i soggetti portatori di 

KPC  mostrano un aumentato rischio per infezioni e/o colonizzazioni sostenute da altri germi MDR. 

METODI Lo studio caso-controllo è riferito al periodo 1 gennaio – 31 dicembre 2014, arruolando 34 pazienti risultati colonizzati allo 

screening e 34 pazienti di controllo negativi allo screening. I tamponi rettali sono stati eseguiti al momento del ricovero e la colonizzazione 

da KPC è stata sospettata in presenza di inibizione della azione di meropenem (alone di inibizione della crescita <30mm) su agar Mc 

Conkey. Le colonie sospette sono state identificate con il sistema Vitek 2 (bioMerieux) e con lo stesso sistema è stato eseguito

l’antibiogramma secondo le regole EUCAST. La produzione di carbapenemasi è stata confermata con test fenotipici: test di Hodge 

modificato e Metallo-beta lattammasi/KPC test (Rosco Diagnostica). 

RISULTATI 26 pazienti positivi allo screening per KPC hanno presentato una colonizzazione o infezione da germi MDR: P. aeruginosa (10 

isolati), MRSA (4), E. coli ESBL (6), C. difficile (2), P. mirabilis ESBL (3), A. baumannii (3) e VRE (1). 8 pazienti positivi allo screening per 

KPC non presentavano confezioni o colonizzazioni da MDR, mentre 8 pazienti negativi allo screening per KPC mostravano colonizzazione 

o infezione da MDR: P. aeruginosa (1 isolato), MRSA (3), E. coli ESBL (3), C. difficile toxin positive (2), P. mirabilis ESBL (1), K. 

pneumoniae ESBL (1). 26 pazienti negativi allo screening per KPC risultano negativi anche per colonizzazione e infezioni da MDR. 

CONCLUSIONI La colonizzazione intestinale da KPC è un fattore di rischio per la presenza di altri MDR: Odd Ratio=17 e p= 0,001. In

base ai dati raccolti nel nostro studio caso-controllo, c’è una correlazione altamente significativa tra colonizzazione intestinale da KPC e

presenza di germi MDR. Questi risultati confermano l’utilità della sorveglianza attiva in ambiente ospedaliero, allo scopo di isolare i pazienti

e prevenire la diffusione ospedaliera di KPC ed altri MDR.
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