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Ha senso parlare di fenotipo nel 2020?

• Possibilità di identificare una vasta gamma di taxa microbici

• Capacità di rilevare la resistenze effettivamente espresse 

• Superare la variabilità genetica nel determinismo delle resistenze

• Risposte non così lente come spesso supposto
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All’inizio del processo… i cromogeni selettivi

• Disponibili per una vasta gamma di target (MRSA, VRE, 
ESBL, CRE, colistina)

• Utilizzo contestualizzato alle esigenze e agli algoritmi interni

• In generale, trovano impiego nello screening e non in 
algoritmi diagnostici diretti

• Non risentono della variabilità genetica

• Necessario conoscere sensibilità e specificità per meglio 
indirizzare la scelta in base alle proprie necessità

• Richiedono tempo per la corretta valutazione
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ESBL: come identificarle e perché

• Quando si utilizzano gli attuali criteri 
interpretativi CLSI o EUCAST, la rilevazione della 
resistenza tipo ESBL non è necessaria nel report 
routinario dei risultati (e non è quindi necessario 
modificare i risultati per cefalosporine, 
aztreonam o penicilline).

• Tuttavia, la rilevazione della resistenza tipo ESBL 
può essere utile a fini epidemiologici o per il 
controllo delle infezioni. 
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• Sinergia delle combinazioni (CDT) - Vengono utilizzati dischetti contenenti 
cefalosporine (cefotaxime, ceftazidime, cefepime) da sole e in combinazione con acido 
clavulanico. La zona di inibizione attorno dischetto di cefalosporina combinata con 
acido clavulanico viene confrontata con quella della sola cefalosporina: il test è positivo 
se il diametro della zona di inibizione è maggiore di ≥5 mm per la coniugazione 
cefalosporina - acido clavulanico rispetto alla sola cefalosporina.

• Double-disk synergy test (DDST) - I dischetti contenenti cefalosporine (cefotaxime, 
ceftazidime, cefepime) vengono posti su piastre accanto a un disco con acido 
clavulanico (es., amoxicillina-clavulanato). Un risultato positivo si ha quando le zone di 
inibizione attorno a uno qualsiasi dei dischi di cefalosporine sono deformate nella zona 
di incontro delle inibizioni con. La distanza tra i dischetti è critica: 20 mm da centro a 
centro si è rivelata ottimale per i dischetti da 30 μg; tuttavia può essere ridotta (15 
mm) o aumentata (30 mm) per evidenziare deformazioni con livelli di resistenza molto 
alti o bassi, rispettivamente.

ESBL, come identificarle
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• Test di diffusione a gradiente – Il test si considera positivo se si osserva un rapporto ≥ 8 
volte fra la MIC della cefalosporina associata ad acido clavulanico rispetto a quella della 
sola cefalosporina, o in caso sia presente una zona fantasma o un'ellisse deformata. Il 
risultato del test è indeterminato se la striscia non può essere letta a causa della 
crescita oltre l'intervallo MIC della striscia. In tutti gli altri casi il risultato del test è 
negativo. Il test a gradiente ESBL deve essere utilizzato solo per confermare la 
produzione ESBL e non può essere utilizzato per la determinazione della MIC.

• Microdiluizione in brodo – Si esegue con brodo Mueller-Hinton supplementato con 
cationi e contenente due diluizioni seriali di cefotaxime, ceftazidime e cefepime a 
concentrazioni comprese tra 0,25 e 512 mcg/ml, con e senza acido clavulanico a 
concentrazione fissa di 4 mcg/ml. Il test è positivo se si osserva una riduzione ≥ 8 volte 
nella MIC di una qualsiasi cefalosporina combinata con acido clavulanico rispetto a 
quella della sola cefalosporina, altrimenti il risultato del test viene interpretato come 
negativo.

ESBL, come identificarle
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• I test di conferma fenotipica di AmpC si basano generalmente sull'inibizione di AmpC
da parte della cloxacillina o dei derivati dell'acido boronico.

• Possono essere utilizzati dischetti contenenti cefotaxima-cloxacillina e ceftazidima-
cloxacillina o test a gradiente; tuttavia, per E. coli, questi test di conferma possono 
discriminare tra AmpC plasmidico e iperproduzione costitutiva di un AmpC
cromosomico.

AmpC, come rilevarlo
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• L'incubazione dei batteri produttori di cefalosporinasi con una molecola di 
cefalosporine provoca l’idrolisi dell’anello β-lattamico, convertendo l’antibiotico in un 
metabolita inattivo.

• Il tempo di incubazione è di soli 30 minuti per Enterobacterales. 

• Dopo l'incubazione, la scissione dell'antibiotico di riferimento viene monitorata 
mediante il rilevamento di uno spostamento di massa specifico nello spettro di massa 
MALDI-TOF.

• Sono disponibili metodiche home-made e del commercio. Per l’interpretazione, è 
necessaria un’implementazione del software di rilevazione del MALDI-ToF.

ESBL e AmpC, rilevazione con MALDI-ToF
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Carbapenemasi, come rilevarle
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• I metodi colorimetrici (CarbaNP test, Blue-Carba test, β CARBA test™) sono test rapidi per la 

rilevazione dell’idrolisi dei carbapenemi (<2 h), basati su una variazione di pH che determina uno 

spostamento del colore a seconda del substrato utilizzato.

• Mancano ancora ampi studi di convalida.

• Sono possibili problemi di interpretazione dovuti alla valutazione visiva del cambiamento di colore 

per risultati dubbi, nonché una certa proporzione (3-5%) di risultati non interpretabili, 

principalmente relativi agli isolati OXA-48+.

• Questi metodi non sono in grado di distinguere tra i diversi tipi di carbapenemasi.

Carbapenemasi, come rilevarle
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• Il Carbapenem Inactivation Method (CIM) rileva l'idrolisi enzimatica incubando un carbapenemico
con una sospensione batterica.

• Dopo due ore di incubazione di un’ansata di batteri (loop da 1 mcl) con un dischetto di 
meropenem, il dischetto viene posizionato su un agar inoculato con Escherichia coli ATCC 25922. 
L'inattivazione enzimatica non produrrà alcuna zona di inibizione, mentre l’assenza di 
carbapenemasi sarà rivelata dalla presenza di una zona di inibizione.

• Il test CIM ha mostrato prestazioni variabili in diversi studi, richiede tempo (richiede almeno 18 
ore) e non è in grado di distinguere tra i diversi tipi di carbapenemasi.

Carbapenemasi, come rilevarle
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• Test immunocromatografici sono stati recentemente commercializzati: si basano sulla rilevazione 
immunologica di epitopi delle diverse carbapenemasi, utilizzando anticorpi monoclonali legati a 
una membrana di nitrocellulosa.

• Questi saggi hanno prestazioni eccellenti, richiedono pochi minuti e sono stati validati sia da 
colonia che direttamente da flaconi di emocolture. Mancano ancora validazioni in studi 
multicentrici o metanalisi da esperienze in centri singoli.

Carbapenemasi, come rilevarle
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• L'incubazione dei batteri produttori di carbapenemasi con una molecola di carbapenemico

provoca l’idrolisi dell’anello β-lattamico, convertendo l’antibiotico in un metabolita inattivo.

• Il tempo di incubazione è di soli 30 minuti per Enterobacterales e Pseudomonas spp. e 60 minuti 

per Acinetobacter spp.. 

• Dopo l'incubazione, la scissione dell'antibiotico di riferimento viene monitorata mediante il 
rilevamento di uno spostamento di massa specifico nello spettro di massa MALDI-TOF.

• Sono disponibili metodiche home-made e del commercio. Per l’interpretazione, è necessaria 

un’implementazione del software di rilevazione del MALDI-ToF.

Carbapenemasi, come rilevarle
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Resistenza alla colistina: come rilevarla?

• EUCAST ha evidenziato in alcuni warnings che la rilevazione delle CMI per colistina 
utilizzando la diffusione a gradiente ha un inaccettabile livello di accuratezza.  

• Anche per metodi automatici si sono riscontrati livelli di very major errors non accettabili; 
almeno due produttori raccomandano di non refertare i valori ottenuti senza un controllo 
con una metodica di riferimento.

• Gold standard «reale»: metodica di agar-diluizione; gold standard «pratico» la 
microdiluizione in brodo (diverse metodiche commerciali)

• Come tradurre nella pratica clinica queste osservazioni? Refertare la colistina? Quale dato 
epidemiologico?
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Vecchie molecole, vecchi «nuovi» metodi…
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Antibiogramma fenotipico rapido, ad oggi…

• Problemi nella sensibilità analitica?

• Etica nella disponibilità?

• Costi elevati



Copyright, E.C. 2019

Secondo tradizione… l’agar diffusione

• Fornisce informazioni relative non solo alla sensibilità –
resistenza dei microrganismi, ma anche permette di intuire i 
meccanismi di resistenza sottostanti

• Richiede tempo per la corretta valutazione
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Secondo tradizione… l’agar diffusione

• Nel corso degli anni, abbiamo acquisito nuove 
competenze e abbiamo imparato a interpretare nuovi 
meccanismi di resistenza
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Secondo tradizione… l’agar diffusione

• Ci aiuta con le nuove molecole, a volte 
sprofondandoci nei dubbi
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Secondo tradizione… l’agar diffusione

• CI mette di fronte ai nostri limiti di 
conoscenza, facendoci rendere conto che non 
abbiamo mai inserito marce oltre la 
seconda…
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Secondo tradizione… l’agar diffusione
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Secondo tradizione… l’agar diffusione

• Ancora, dopo tanti e tanti 
anni, non finisce di stupirci…


