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Antibiogramma fenotipico e molecolare con casi clinici



A cosa serve 
l’antibiogramma

Terapia Mirata

Alert organisms 
(Infection control)

Epidemiologia
Sorveglianza

Empirica

o 80-90% delle comunicazioni tra Microbiologo Clinico e 
Utenza riguarda dati relativi ai saggi di sensibilità agli antibiotici

o L’utilità dell’antibiogramma aumenta con la diffusione delle 
resistenze

Meeting Antibiotic Stewardship GIVITI Ranica 30-31 maggio 2018



Significative evidenze a supporto del valore predittivo 
dell’antibiogramma ai fini dell’outcome clinico

Nelle infezioni gravi (e. g. BSI, polmoniti) ma anche nelle infezioni 
comunitarie (e. g. UTI), e per infezioni causate da specifici patogeni (e. 
g. ESBL, Pseudomonas)

Negli  studi clinici, il principale criterio per definire adeguatezza delle 
terapie antibiotiche è basato sull’antibiogramma
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The discovery of penicillin
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MIC = Minimum Inhibitory Concentration

Concentrazioni scalari di antibiotico

Necessità di misurare l’attività degli 
antibiotici nei confronti delle varie specie 

batteriche in condizioni standardizzate 
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✓Uso come proxy per valutare l’efficacia clinica di un 
antibiotico

✓Parametro che nasce per misurare l’attività in vitro 
degli antibiotici in condizioni standardizzate

La MIC

Necessità di riferimento interpretativo 
(breakpoints clinici → S/I/R)
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www.eucast.org
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Possibili limiti: 
- Riproducibilità diffusione dell’antibiotico nel terreno

Saggio di sensibilità per disco-diffusione
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Possibili limiti: 
- Riproducibilità diffusione dell’antibiotico nel terreno 
- Riproducibilità calibrazione del gradiente

Saggio di sensibilità per diffusione in gradiente
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Possibili limiti: 
- Range di concentrazioni saggiate limitato 
- Estrapolazione del valore di MIC

Sistemi semi-automatici per l’esecuzione dell’antibiogramma
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Klebsiella pneumoniae

Antibiotico MIC mg/L 
(S/I/R) 

Amoxi/Clav  >64 R
Pip/Tazo >256 R
Ceftriaxone >64 R

Ceftazidime >64 R
Cefepime >64 R
Ertapenem >32 R
Imipenem >32 R
Meropenem >32 R
Fosfomicina >128 R
Amikacina >64 R

Gentamicina 4 I
TMP/SXT >320 R
Ciprofloxacina >4 R
Tigeciclina   4 R
Colistina >8 R

Antibiotico MIC mg/L 
(S/I/R) 

Amoxi/Clav  >64 R
Pip/Tazo >256 R
Ceftriaxone >64 R

Ceftazidime >64 R
Cefepime >64 R
Ertapenem >32 R
Imipenem >32 R
Meropenem >32 R
Fosfomicina 32 S
Amikacina >64 R

Gentamicina 2 S
TMP/SXT >320 R
Ciprofloxacina >4 R
Tigeciclina 1 S
Colistina >8 R

PDR MDR

Saggiato 
con sistema 
automatico

Saggiato 
con BMD e 
AD (fosfo)

Stesso ceppo
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◇ Sovrastima MIC Tige e Genta con Vitek 2

Arena et al – DMID 2014

◇ Falsi sensibili a Genta con Vitek 2 (per ceppi ST101 
ArmA+)

Zarkotou et al – JCM 2012

◇ Falsi sensibili a colistina con Etest

Dafopoulou et al – AAC 2016

Enterobatteri produttori di carbapenemasi (CPE) problemi 
di accuratezza nei saggi di sensibilità
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◇ Falsi sensibili / resistenti ai carbapenemi a seconda 
della metodica



Latest update, 20 June 2017 
Matuschek et al – CMI 2017

o Usare ISO-standard BMD (con colistina solfato)

o Sistemi BMD commerciali

o Disco-diffusione

o Diffusione in 
gradiente 

o Sistemi 
semiautomatici

OK

NO

NO (falsi sensibili)

NO (non estesamente 
validati)
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◇ Sovrastima MIC Tige e Genta con Vitek 2

◇ Falsi sensibili a Genta con Vitek 2 (per ceppi ST101 
ArmA+)

◇ Falsi sensibili a colistina con Etest

◇ Falsi sensibili / resistenti ai carbapenemi a seconda 
della metodica

◇ Falsi sensibili / resistenti a fosfomicina a seconda 
della metodica

Enterobatteri produttori di carbapenemase (CPE) problemi 
di accuratezza nei saggi di sensibilità
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o Disponibilità di strisce per diffusione in 
gradiente, ma possibili problemi di accuratezza

o Disponibilità di pannelli commerciali per BMD (ma 
lavoro e costo aggiuntivo)

o I nuovi antibiotici non sono ancora disponibili nella 
maggior parte dei sistemi semi-automatici

Saggi di sensibilità e nuovi antibiotici
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2017

Categorical agreement, 89% 
Essential agreement 76% 
False resistant, 3% 
False susceptible, 50%

N=90 meropenem-NS P. aeruginosa isolates from 
various clinical specimens (12 resistant to CTZ-
TAZ)
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Problemi di accuratezza dei saggi di 
sensibilità con alcuni sistemi per i batteri MDR

Impatto su 
stewardship

Impatto su 
dati di 

sorveglianza

Utilità di conoscere i problemi e dialogare con il laboratorio per 
conoscere il tipo di sistema utilizzato e i suoi limiti

La responsabilità dell’accuratezza del dato di sensibilità è del 
laboratorio
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Antibiotico MIC mg/L (S/I/R) 
Cefoxitin screen POS
Oxacillina >4 R
Penicillina G >0.25 R
Eritromicina >2 R
Clindamicina >0.5 R
Linezolid 2 S
Vancomicina 1 S
Rifampicina 0.03 S
Cotrimossazolo <1 S

Paziente: Xxxxxx Xxxxxx 
Reparto: Xxxxxxx
Campione: BAL

ID: Staphylococcus aureus (>105 CFU/mL)

Sei soddisfatto di questo 
pannello di antibiotici?
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Gruppo A – Primary test and report

Gruppo B – Optional primary test (report selectively)

Gruppo C – Supplemental (report selectively)
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Scelta degli antibiotici da saggiare



Gruppo A
Penicillina
ERM/AZI/CLA
Clindamicina
Oxacillina
Cefoxitin
Cotrimossazolo

Gruppo B
Vancomicina
Tetraciclina
Doxiciclina
Minociclina
Rifampicina
Linezolid
Tedizolid
Daptomicina
Ceftarolina

Gruppo C
Cloramfenicolo
CIP/LEV
Moxifloxacina
Gentamicina
Dalbavancina
Oritavancina
Telavancina

CLSI M100-S28
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Scelta Antibiogramma per Gram-positivi – stafilococchi



oScelta degli antibiotici da saggiare

Esigenze cliniche

Esigenze epidemiologiche 
(mecc. di resistenza)

Esigenze logistiche

Influenze “esterne”

Costruzione dell’antibiogramma
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o Scelta degli antibiotici da refertare

oScelta degli antibiotici da saggiare

Costruzione dell’antibiogramma

Meeting Antibiotic Stewardship GIVITI Ranica 30-31 maggio 2018



o Orientare verso gli antibiotici più appropriati in relazione 
al microrganismo e alla sede di infezione   

o Limitare il consumo di molecole ad ampio spettro e 
contenere l’insorgenza di antibiotico-resistenze 

o Diminuire il consumo di antibiotici a maggior costo 

Razionale della refertazione selettiva
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IN RELAZIONE AL PAZIENTE

IN RELAZIONE AL CONTESTO ASSISTENZIALE

IN RELAZIONE AL 
MICRORGANISMO E AL SUO 
PROFILO DI SENSIBILITA’

IN RELAZIONE ALLA SEDE DI INFEZIONE

POSSIBILI REGOLE DI REFERTAZIONE SELETTIVA
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o Può essere attuata solo con un sistema 
informatico appositamente impostato 

o Non deve sottrarre informazioni al sistema di 
sorveglianza delle antibioticoresistenze

Problemi della refertazione selettiva
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o Scelta degli antibiotici da saggiare

oScelta degli antibiotici da refertare

In un programma di antimicrobial stewardship la 
costruzione dell’antibiogramma deve essere 

condivisa tra tutti gli stakeholders

Costruzione dell’antibiogramma
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o Tempi di risposta lunghi (16-20 h)

o Possibile variabilità metodica-dipendente 
delle MIC 

o Problemi di accuratezza con certe 
combinazioni molecole-patogeni

I limiti dell’antibiogramma convenzionale
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Identificazione 
Antibiogramma IncubazioneCheck-in

Positività

+1 giorno

2 – 110 h 
mediana 21 h

DefinitivaEmpirica
Revisione

Gram

Impatto sulla stewardship 
antibiotica

Revisione

T e r a p i a   a n t i b i o t i c a

L’impatto è 
cresciuto con 

l’emergere delle 
multiresistenze 

+2 giorni

Emocoltura: lo standard-of-care per la diagnostica microbiologica della sepsi 
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o Intervento sul flusso di lavoro

o Antibiogramma rapido

o Antibiogramma molecolare

Come possiamo velocizzare l’antibiogramma?
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- 1 giorno

Gram

+ 2 giorni

IncubazioneCheck-in Identificazione
Antibiogramma

Gram

Incubazione

+ 1 giorno

fast track
2-6 h

ID MALDI

Check-in

T e r a p i a   a n t i b i o t i c a

Definitiva

Empirica

Revisione 
più precisa

No polimicrobiche

Dipende da apertura Lab
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Velocizzare l’antibiogramma modificando il workflow



Risultati in 4 – 6 h

Antibiogramma rapido con tecnologia light scattering (LST)

Meeting Antibiotic Stewardship GIVITI Ranica 30-31 maggio 2018



Emocoltura positiva dopo 5 h (bacillo Gram-negativo)

- ID (MALDI da brodo eugonico): Klebsiella pneumoniae
6 h

Sepsi in un paziente post-chirurgia addominale

Terapia empirica: PIP/TAZO + VANCO

Revisione terapeutica con anticipo di 1-2 giorni

3 h

Cefotaxime    R 
Pip/Tazo         R 
Meropenem    R 
Gentamicina   S 
Colistina         S

Revisione: upgrade a regime anti-CRE

- AB rapido fenotipico con LST

Mancano alcuni farmaci
Non misura le MIC
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Antibiogramma rapido in LST: impatto su antimicrobial stewardship



MIC in 7 ore
ID in 2 ore  

(FISH)

Gram

IncubazioneCheck-in Identificazione(ID)
Antibiogramma (AB)

Gram

Incubazione 2 h
ID TLM

AB TLM 
7 h

+ 2 giorni

ID BIOCHIM

- 2 giorni

T e r a p i a   a n t i b i o t i c a
Definitiva

Empirica

Dipende da apertura Lab
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Single Cell Automated Time-lapse Microscopy (TLM) per emocolture positive



Emocoltura positiva dopo 5 ore

- ID: Klebsiella pneumoniae  (1 h 41’)

Sepsi post-chirurgia addominale
Empirica: PIP/TAZO + VANCO

Revisione anticipata di 1-2 giorni

Revisione:upgrade a regime anti-CRE

- AB (6 h 40’)

Antibiotico MIC mg/L 
(S/I/R) 

Cefazolina  ≥32 R

Cefriaxone  ≥8 R

Ceftazidime  ≥32 R

Cefepime  ≥32 R

Pip/Tazo 128 R
Ertapenem 2 R

Meropenem ≥8 R

Amikacina ≥64 R

Gentamicina  ≤1 S

Ciprofloxacina ≥4 R

Colistina ≤0.5 S

Mancano alcuni farmaci

MIC meropenem non estesa

ID e antibiogramma rapido con TLM: impatto su antimicrobial stewardship
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Rilevazione di marcatori molecolari (DNA o proteine) per 
meccanismi di resistenza

Informazione rapida su meccanismi di resistenza

Decisione terapeutica

Antibiogramma molecolare
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Risultati in 10-15 min

Lateral flow immunochromatography assay (lFIA)
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+2 giorni
IncubazioneCheck-in Identificazione

Antibiogramma

DefinitivaEmpirica

Revisione più accurata 
(semidefinitiva)

T e r a p i a   a n t i b i o t i c a

ID MALDI

+1 giorno

15 min

LFIA per carbapenemasi
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LFIA per emocolture positive



KPC OXA-48Ceftazidime 
Avibactam

Imipenem 
Relebactam

Aztreonam 
Avibactam NDM

Meropenem 
Vaborbactam KPC

KPC VIM

KPC

OXA-48

Cefiderocol NDMKPC VIMOXA-48

Coverage of carbapenemase producers by new beta-lactams
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+2 giorni
IncubazioneCheck-in Identificazione

Antibiogramma

1-2 h

ANTIBIOGRAMMA MOLECOLARE (NAAT)

ID MOLECOLARE (NAAT)

DefinitivaEmpirica

Revisione più accurata 
(semidefinitiva)

T e r a p i a   a n t i b i o t i c a

ID MALDI

+1 giorno

Coverage of carbapenemase producers by new beta-lactams
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ID molecolare (1 h 
30’):  
K. pneumoniae 

AB molecolare (1 h 
30’):

Geni di resistenza: 

CTX-M  negativo 
KPC  positivo 
VIM  negativo 
OXA-48 negativo 
NDM  negativo

Emocoltura positiva dopo 5 ore

Sepsi post-chirurgia 
addominale
Empirica: PIP/TAZO + VANCO

Revisione anticipata di 1-2 giorni

Revisione:upgrade a regime anti-CRE

NAAT per emocolture positive:  
impatto su antimicrobial stewardship
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Antibiotico MIC mg/L 
(S/I/R) 

Amoxi/Clav  >16 R
Pip/Tazo >128 R
Ceftriaxone >4 R

Ceftazidime >128 R
Cefepime >32 R
Ertapenem >1 R
Imipenem >16 R
Meropenem >64 R
Fosfomicina >128 R
Amikacina >16 R

Gentamicina 1 S
Ciprofloxacina >4 R
Tigeciclina 1 S
Colistina >8 R
CAZ-AVI 4 S

Antibiogramma fenotipico 
(arriverà 2 giorni dopo)

Antibiogramma molecolare

Geni di resistenza: 

CTX-M  negativo 
KPC   positivo 
VIM   negativo 
OXA-48  negativo 
NDM   negativo

- Presumo resistenza ai beta-lattamici 
compresi i carbapenemi

- E’ una KPC: quindi molto 
probabilmente sensibile a CAZ-AVI

- No informazioni su sensibilità a 
colistina, tigeciclina, fosfomicina, 
gentamicina, amikacina

- Non mi dice MIC di meropenem

Klebsiella pneumoniae da emocoltura
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Antibiogramma molecolare: limiti

Arena et al – Fut Microbiol 2017

o Ricerca solo alcuni meccanismi di R

Meeting Antibiotic Stewardship GIVITI Ranica 30-31 maggio 2018



Filmarray Verigene Gram-neg

Escherichia coli,  
Enterobacter spp. 
Klebsiella oxytoca,  
Klebsiella pneumoniae  
Serratia marcescens 
Proteus spp. 
Citrobacter spp. 
Acinetobacter spp.  
Pseudomonas aeruginosa

CTX-M (ESBL) 
KPC 
OXA 
VIM 
NDM

Pannelli per diagnostica molecolare per sepsi
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Arena et al – Fut Microbiol 2017

o Ricerca solo alcuni meccanismi di R 

o Informa prevalentemente su resistenze 

o Non restituisce le MIC 

o Informazioni di tipo diverso
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Antibiogramma molecolare: limiti
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Antibiogramma molecolare: limiti

o Ricerca solo alcuni meccanismi di R 

o Informa prevalentemente su resistenze 

o Non restituisce le MIC 

o Informazioni di tipo diverso

o Possibili risultati ambigui



ID molecolare (1 h):  
- Staphylococcus spp. 
- S. aureus 

AB molecolare (1 h):

Geni di resistenza: 

mecA  positivo 
vanA/B  negativo

Emocoltura positiva dopo 12 ore

Sepsi post-cardiochirurgica

Empirica: Meropenem + VANCO

Revisione?
Due giorni dopo il quadro completo:
- Tutte le EMO positive per MSSA
- Primo flacone positivo anche per MR-CoNS (contaminante)
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o Antibiogramma: elemento essenziale nei programmi 
di antimicrobial stewardship

o Antibiogramma: scelta antibiotici e criteri di 
refertazione da condividere con tutti I component il 
team di AS

o Nuove tecnologie per antibiogrammi più rapidi: 
necessità di conoscerle ed implementarle nei percorsi 
diagnostici secondo un criterio di stewardship 
diagnostica

o Antibiogramma: analisi complessa che richiede 
competenze specialistiche (microbiologo clinico con 
esperienza nel settore)
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Conclusioni



bruno.viaggi@gmail.com
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