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Resistenza antibiotica nei batteri
Gram positivi e  negativi ESKAPE

Klebsiella pneumoniae

Acinetobacter baumannii

Pseudomonas aeruginosa

Enterobacter
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Estimated Annual Antibiotic Use in the United States.

Hollis A, Ahmed Z. N Engl J Med 2013;369:2474-2476.
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I  BATTERI MULTIRESISTENTI

• Pneumococco resistente alla penicillina
• Stafilococchi MRSA , VISA e VRSA
• Enterococchi VRE

• Enterobatteri produttori di ESBL  E  KPC

• Pseudomonas resistenti ai carbapenemici
• Acinetobacter e S. maltophilia

multiresistenti

• M. Tuberculosis MDR/XDR/TDR

• ALTRE RESISTENZE: HIV, Malaria, Miceti



BATTERI GRAM NEGATIVI
produzione di enzimi che
inattivano gli antibiotici

1- ESBL
2- CARBAPENEMASI



Resistenze negli enterobatteri
BETALATTAMASI: si usano Cefalosporine, 

Fluorchinoloni, Betalattamine protette       

ESBL: si usano Meropenem, Imipenem, Ertapenem

KPC: si usano Colimicina, Gentamicina, Meropenem, 
Tigeciclina

BATTERI PANRESISTENTI



 Alcune beta lattamasi  inattivano solo un 
piccolo numero di ATB

 Altre  hanno uno  spettro esteso a tutte le 
penicilline e tutte le cefalosporine es. 
cefuroxime, ceftriaxone (ESBLs). Di solito 
queste sono su plasmidi e possono passare 
da un batterio ad un altro

 Inoltre possono trasportare la resistenza ad 
altri antibiotici es.ciprofloxacina.

BETA LATTAMASI ed ESBL



CARBAPENEMASI

 La maggior parte dei ceppi carbapenemasi-produttori sono 

resistenti alle cefalosporine a spettro esteso (oxyimino) e 

possono avere una ridotta sensibilità ai carbapenemi, ma con 

alcuni di questi enzimi (enzimi OXA-48-like), gli organismi 

possono apparire  sensibili alle cefalosporine. Tuttavia, molti di 

questi isolati esprimono anche enzimi che idrolizzano 

cefalosporine, quali CTX-M, e sono resistenti alle cefalosporine. 

Le carbapenemasi sono β-lattamasi che idrolizzano: 

•Penicilline 

•Cefalosporine (nella maggior parte dei casi),

•Carbapenemi

La stragrande maggioranza delle carbapenemasi sono 

enzimi acquisiti, codificati da geni su elementi trasponibili 

situati su plasmidi. Le carbapenemasi sono espresse a 

vari livelli e differiscono sia per le caratteristiche 

biochimiche che per l’attività contro specifici β-lattamici



KPC





Global dissemination of Klebsiella pneumoniae carbapenemase–producing K. pneumoniae 

and New Delhi metallo-β-lactamase-1–producing Enterobacteriaceae. 

Molton J S et al. Clin Infect Dis. 2013;56:1310-1318
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Enterobatteri e carbapenemi
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Test immunocromatografico
per la ricerca delle 
Carbapenemasi Evaluation of the NG-Test

CARBA 5 multiplex 

immunochromatographic assay

for the detection of

1. KPC

2. OXA-48-like

3. NDM

4. VIM 

5. IMP





Lynch SV, Pedersen O. N Engl J Med 2016;375:2369-2379.

Temporal Development of the Gut Microbiota in Humans.
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 Paziente Colonizzato   

 Paziente Infetto 

•Tampone rettale

•Urine

•Tampone tracheale

Bal

Tampone ferita

Emocolture 



SORVEGLIANZA ATTIVA
Screening con tamponi di sorveglianza

 Pazienti in ingresso in UTI, RRF, Ematologia, Nefrologia , NCH, 
medicina fisica e riabilitazione……

 “ contatti “ di pazienti colonizzati /infetti

 Pazienti provenienti da altre strutture assistenziali 

Ricerca sentinella:
1. Enterobatteri resistenti ai 

carbapenemi ( CRE)
2. Pseudomonas aeruginosa e 

Acinetobacter MDR
3. Stafilococco aureo MR ( MRSA)
4. Enterococchi resistenti ai 

glicopeptidi( VRE ) 



Semina su terreni cromogeni
1. Enterobatteri tipo KPC

2. Pseudomonas MDR

3. Acinetobacter MDR

BATTERI

GRAM NEGATIVI



Germi Sentinella



Gestione di un cluster epidemico  

Sorveglianza 

Infetto 

Colonizzato 
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ANTIBIOGRAMMA: cos’è?

Test in vitro eseguito per rilevare la presenza o l’assenza di 

resistenza di un isolato batterico ad una serie di antibiotici 

utilizzabili per il trattamento dell’infezione sostenuta da 

quell’isolato.

Cos’è A cosa serve    Quando Come     Interpretazione Resistenza

 Cos’è?

 A cosa serve?

 Come e quando si fa ?

 Come si interpreta ?

 Meccanismi di resistenza



ANTIBIOGRAMMA: a cosa serve?

«Dal punto di vista del clinico l’antibiogramma è considerato spesso più 

importante dell’identificazione del patogeno»
(J.D Turnidge, Manual clinical 

microbiol, ASM press, 2016)

 TERAPIA MIRATA: Predire l’outcome della terapia con l’antibiotico testato.

 SORVEGLIANZA monitoraggio esempio CRE

 EPIDEMIOLOGIA terapia empirica nelle infezioni gravi

Cos’è A cosa serve     Quando Come     Interpretazione Resistenza



ANTIBIOGRAMMA: quando si fa?

 Quando il microorganismo può essere coltivato (es.: No per 

Chlamydia, no per Micoplasmi)

 Quando esistono precise linee guida per farlo (es.: No per 

Legionella pneumophila, batteri esigenti etc.)

 Quando il microorganismo isolato ha o può avere un 

significato clinico (es.: No per CoNS da campioni respiratori)

 Si ripete quando il microorganismo può acquisire resistenza 

durante la terapia (es.: Pseudomonas aeruginosa)

Cos’è A cosa serve    Quando Come     Interpretazione Resistenza





ANTIBIOGRAMMA: come si fa?

• Metodi genotipici : test in biologia molecolare

rilevano i geni di resistenza (es.: KPC, mecA, vanA)

Non ho antibiogramma

• Metodi fenotipici = antibiogramma

Qualitativi: “Sensibile”, “Resistente”, “Intermedio”

Quantitativi: MIC”

Cos’è A cosa serve    Quando Come Interpretazione Resistenza



… in ogni caso si parte da una coltura pura o da una colonia 

isolata e ci vogliono 24 h…. per ottenere la MIC

ANTIBIOGRAMMA: come si fa?



MIC

Concentrazione Minima di Antibiotico in grado di 

inibire, in condizioni sperimentali prefissate, 

ogni segno visibile di crescita del microorganismo

Concentrazione Minima di Antibiotico in grado di 

inibire, in condizioni sperimentali prefissate, 

ogni segno visibile di crescita del microorganismo

Conoscere i valori di MIC, in genere,

è importante per impostare la terapia

di infezioni gravi o difficili da trattare
(es. endocardite, meningite, sepsi, infezioni da MDRO, infezioni

nell’ospite immunocompromesso etc)



MIC: come si determina

 Diluizione in brodo – Macrometodo

 Diluizione in brodo – Micrometodo

 Agar diffuzione : Kirby Bauer

 E-test (gradient-diffusion)

 Strumenti automatici

Cos’è A cosa serve     Quando Come Interpretazione Resistenza



Antibiogramma per diffusione (Kirby-Bauer)

Misura dell’alone di inibizione

Cos’è A cosa serve     Quando Come Interpretazione Resistenza



E-test

ad esempio: gentamicina vs Pseudomonas spp

MIC = 1.5

Cos’è A cosa serve     Quando Come Interpretazione Resistenza
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Kirby Bauer

Metodo Qualitativo

MIC 

Metodo 
Quantitativo

E-Test

Metodo 
quantitativo
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Diluizione in brodo – macrometodo

ad esempio: meropenem vs Pseudomonas spp

Cos’è A cosa serve     Quando Come Interpretazione Resistenza



Breakpoints



Reference MIC/zone values for 

interpretation of the results of in vitro

susceptibility testing 

I breakpoints clinici

Definizione di categorie di sensibilità 

(S/I/R) riferite all’uso clinico

I  breakpoints clinici sono definiti da 

specifici comitati





EUCAST
S= sensibile, il livello di attività dell’antibiotico nei 
confronti del microrganismo è associato ad una elevata 
probabilità di successo terapeutico 

R= resistente, il livello di attività dell’antibiotico nei 
confronti del microrganismo è associato ad una elevata 
probabilità di fallimento terapeutico

I=intermedio, il livello di attività dell’antibiotico nei 
confronti del microrganismo è associato ad un effetto 
terapeutico incerto. Non è escluso che l’infezione possa essere 
trattata appropriatamente in distretti corporei in cui il farmaco è 
attivamente concentrato o utilizzando alti dosaggi









S ≤ R > ATU
Benzylpenicillin - -

Ampicillin 81 8

Ampicillin-sulbactam 81,2 82

Amoxicillin 81 8

Amoxicillin-clavulanic acid 81,3 83

Amoxicillin-clavulanic acid 

(uncomplicated UTI only)

321,3 323

Piperacillin 8 16

Piperacillin-tazobactam 84 164 16

Ticarcillin 8 16

Ticarcillin-clavulanic acid 83 163

Temocillin Note5 Note5

Penicillins1 MIC breakpoints 

(mg/L)

S ≤ R > ATU
Ciprofloxacin 0.25 0.5 0.5

Ciprofloxacin, Salmonella  spp.1 0.06 0.06

Pefloxacin (screen), Salmonella spp.1 NA NA

Levofloxacin 0.5 1

Moxifloxacin 0.25 0.25

Nalidixic acid (screen) NA NA

Norfloxacin (uncomplicated UTI only) 0.5 1

Ofloxacin 0.25 0.5

MIC breakpoints 

(mg/L)

Fluoroquinolones

Enterobacterales*
Expert Rules and Intrinsic Resistance Tables



“Ceppo produttore di beta-lattamasi a spettro esteso (ESBL); 
ad eccezione dei carbapenemi, la terapia con beta-lattamici 
(incluse cefalosporine a spettro esteso, aztreonam e 
combinazioni con inibitori) potrebbe risultare scarsamente 
efficace o inefficace anche se in vitro il ceppo appare sensibile 
a questi farmaci. 
Nel caso in cui si intendano utilizzare tali farmaci si 
raccomanda preventiva consulenza con un esperto di terapia 
antibiotica. 
I ceppi produttori di ESBL possono causare epidemie 
intraospedaliere; si raccomanda l’adozione di procedure di 
infection control per limitarne la diffusione.”

Nota esplicativa nel referto microbiologico in caso di 
enterobatteri 

con produzione di ESBLs



“Ceppo produttore di carbapenemasi; la terapia con 
carbapenemi potrebbe risultare scarsamente efficace o 
inefficace anche se in vitro il ceppo appare sensibile a 
questi farmaci. 

Nel caso in cui si intendano utilizzare tali farmaci si 
raccomanda preventiva consulenza con un esperto di 
terapia antibiotica. 

I ceppi produttori di carbapenemasi possono causare 
epidemie intraospedaliere; si raccomanda l’adozione di 
procedure di infection control per limitarne la 
diffusione.”

Nota esplicativa nel referto microbiologico in caso di 
enterobatteri 

con produzione di carbapenemasi



“ Enterococchi vancomicina resistente ( VRE ) : meccanismo di 

resistenza ad alto rischio di diffusibilità. 

Si raccomanda l’adozione di utilizzare le procedure  standard e da 
contatto  per prevenire la diffusione del microorganismo.”

Nota esplicativa da aggiungere al referto
microbiologico in caso di VRE



Urocoltura
 Urocoltura da mitto intermedio

 Urocoltura da catetere

 Urocoltura da stomia ( pos > 10.000 UFC/ml)

 Valori positivi : > 100.000 UFC/ ml

 Fino a 2 ceppi si identificano 

 Da 3 ceppi diversi : Flora microbica mista



Definire a priori le caratteristiche di accettabilità 
di trasporto dei campioni biologici

Temperature 
min-max

Tempo tra 
raccolta e 
consegna

Posizione dei 
campioni (Ad 
es. Verticale)

Pretrattamento 
del campione

Medium di 
trasporto





Infezioni del tratto urinario
 Le urine non devono essere conservate a temperatura 

ambiente oltre i 30 minuti.

 Devono essere poi messe in frigorifero a 4°C oppure 
conservate con acido borico

 Dopo un test di screening positivo  si procede  ad 
esame colturale 

 Negativi: referto in giornata

 Non va chiesto  al laboratorio di riportare  qualunque 
sviluppo senza un dato clinico indicativo



Citofluorimetro nel laboratorio di 

chimica-clinica che esegue l’esame 

urine standard e l’urinocoltura

Le urinocolture positive vengono 

trasportate in microbiologia dove 

vengono processate

Semina delle urine in  Chromagar 

Con ansa da 1 μl con tratto da 

semina per conta

Incubazione a 37°
C per 24h

Lettura

Negativa :

<100.000 UFC/ml

Positiva:

>100.000 UFC/ml

Identificazione e 

antibiogramma

Escherichia coli

Morganella morgani

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter cloacae

Enterococco

Alcuni

ceppi

Urocoltura



Caricamento su piastra
MALDI

MALDI-TOF

Clark A E et al. Clin. Microbiol. Rev. 2013;26:547-603

Maldi
tof



Piastra
dove è 

deposto il
campione Campione immerso

nella matrice

Rete di 
accellerazione

Tubo di corsa Rilevatore ionico

Spettro di massa

Sistema del vuoto

Chiusura del 
vuoto

Lo spettro di massa riflette essenzialmente
le molecole dell‘analita

PRINCIPIO del MALDI-TOF





UROCOLTURE



UROCOLTURE

389

7.856

2.703





Escherichia coli

Profili di resistenza degli isolati di E. coli in campioni clinici

ESTERNI: 1470

LTCF:          175



327 41

1326

242

2029

687

4849

2186

TOT 0-20 R TOT 21-50 R TOT 51-70 R TOT 71-
100

R

Ciprofloxacina
2018 - 8700 ceppi

Resistenze in Escherichia coli 
Stratificate per età



Resistenze in Escherichia coli 

Stratificate per età



Pseudomonas aeruginosa

ESTERNI: 133

LTCF: 18

Profili di resistenza degli isolati di Pseudomonas aeruginosa

in campioni clinici



Infezioni  tratto genitale
maschile e femminile

 Ricerche su tamponi uretrali maschili e femminili

 Test di stamey 

 Orchiti ed epididimiti

 HPV  DNA



Ricerca  direttamente 
sulle urine con test 
molecolare 

Micoplasmi 
Trichomonas

Chlamydia trachomatis
gonococco



No antibiogramma: non standardizzato



 Tampone  Faringeo: ricerca SBA

 Haemophylus influenzae , Staphylococcus aureus, 
Neisseria meningitidis and Streptococcus pneumoniae  
non sono riconosciuti come agenti eziologici di 
faringite  e non dovrebbero essere identificati o 
refertati nei tamponi colturali

Infezioni delle vie respiratorie  



Tampone faringeo
 Ricerca streptococco beta emolitico gruppi A, C e G.

Beta lattamici: SENSIBILI  SEMPRE 

macrolidi: in alternativa in caso di allergia 



Infezioni  delle vie respiratorie
test rapidi  

 Legionella : test rapido sulle urine 

 Streptococcus pneumoniae : test rapido su urine

 Bordetella pertussis : Test rapido su tampone nasale 

 Influenza A e B : Test rapido su tampone nasale



Infezione respiratoria ipotesi  
 1° valutare la stagionalità

 Se sospetto influenza

Test rapido 
immunocromatografico

e/o Molecolare 
Influenza A e B e rsv

Negativo 
Positivo

Stop  

Paziente esterno 

Comorbidità
Es strumentali 

Età Eventuale terapia 
antibiotica 



Infezioni cutanee e 
sottocutanee
 Non usare pomate antibiotiche prima di eseguire i 

tamponi cutanei 

 Germi sono:  Staphylococcus aureus o Streptococcus 
pyogenes

 Pseudomonas aeruginosa

 Candida albicans e non albicans : no antimicogramma

 Ulcere diabetiche : scarso significato



Stafilococco Aureo

MRSA e MSSA



2016

Staphylococcus aureus: % of
invasive isolates with resistance to
meticillin (MRSA), EU/EEA, 2016

Source: EARS/EARS-Net, 2017 (https://atlas.ecdc.europa.eu).



“ Il risultato di cefoxitina predice il 
comportamento di tutti i beta lattamici 
che devono quindi considerarsi Sensibili

Nota esplicativa nel referto  in caso di 
Stafilococco aureo Meticillino Sensibile  

(MSSA)



“ S. aureus meticillino –resistente ( MRSA) : il 
risultato di Cefoxitina predice il risultato di 
Cefalosporine; carbapenemi e 
betalattamine + inibitori.

Si raccomanda    di utilizzare le procedure  
standard  per prevenire la diffusione del 
microorganismo.”

Nota esplicativa nel referto in caso di 
Stafilococco aureo Meticillino Resistente 

(MRSA)



84

325

AMEN AMPICILLINA  

CIPA  CIPROFLOXACINA 

EAL  ERITROMICINA 

FOSF  FOSFOMICINA 

HLGM GENTAMICINA ALTA RESISTENZA 

IPMH  IMIPENEM  

LVX  LEVOFLOXACINA 

LINE  LINEZOLID 

MOX  MOXIFLOXACINA 

FT  FURADANTIN 

RAPN  RIFAMPICINA 

HLST  STREPTOMICINA ALTO DOSAGGIO 

TEC  TEICOPLANINA 

TEAL  TETRACICLINA 

TIGE  TIGECICLINA 

SXTA  TRIMETOPRIM/SULFAMETOSSAZOLO 

VAAL  VANCOMICINA

MRSA

MSSA










