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o Quale antibiotico?

Terapia antibiotica mirata

Staphylococcus aureus

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

Cefoxitin screen POS

Oxacillina >4 R

Eritromicina >2 R

Clindamicina >0.5 R

Daptomicina 0.5 S

Linezolid 2 S

Vancomicina 1 S

Teicoplanina 1 S

Amikacina >1 R

Gentamicina >1 R

Levofloxacina >2 R

Tigeciclina ≤0.12 S

Dati di sorveglianza 
epidemiologica

Terapia antibiotica 
empirica

Diagnostica 
microbiologica

• Scelta della terapia antibiotica mirata

• Epidemiologia delle resistenze (locale/nazionale) e loro evoluzione

• Sorveglianza mirata ad interventi di infection control (ceppi MDR/XDR ad alto rischio epidemico)

Quale ruolo?

Saggi di sensibilità in Microbiologia clinica



Routinely used

traditional and 

automated

phenotypic

methods

van Belkum A. et al., Nat Rev Microbiol 2020

Traditional AST 

methods

Culture-based strategies remain 

the basis of diagnostic 

microbiology



Standardizzazione Test standardizzati

Inoculo sensibilità Test eseguito su colonia

Tipo di Risultato Quantitativo

ANTIBIOGRAMMA FENOTIPICO

Attività e dosaggi di farmaci tarati su MIC

MIC: Minimum Inhibitory Concentration

ESBL/AmpC + perdita di porine

Resistenza a bassi livelli

Classe A
(serina)

TEM
SHV

CTX-M

Classe C

AmpC

Breakpoint clinici definiti



Standardizzazione Test standardizzati

Inoculo sensibilità Test eseguito su colonia

Tipo di Risultato Quantitativo

Resistenze multifattoriali Si

ANTIBIOGRAMMA FENOTIPICO

P.aeruginosa

Hyperproduction of inducible AmpC chromosomic cephalosporinase
Repression or inactivation of the OprD porine
Hyperexpression of multiple efflux pumps
Modification of lipopolysaccharide mediated by mutations



Standardizzazione Test standardizzati

Inoculo sensibilità Test eseguito su colonia

Tipo di Risultato Quantitativo

Resistenze multifattoriali Si

Target Pannello ampio

Nuovi Meccanismi Si

Tempo 24-48 ore

ANTIBIOGRAMMA FENOTIPICO



Kollef et al Crit Care 2020 https://doi.org/10.1186/s13054-021-03787-z

Appropriate therapy: impact of broad spectrum antimicrobials and delayed 

administration

Delaying appropriate antibiotic 

therapy increases the risk of death

The risk of antibiotic resistance 

increases as the duration of 

antibiotic therapy is prolonged

Mortality risk

Resistance  risk



Smith & KirbyClin Lab Med 39 (2019) 333–344 



✓ Diminuire l’intervallo di refertazione dell’antibiogramma, ovvero il tempo che intercorre dalla raccolta dei
campioni microbiologici all'identificazione e il tempo necessario per l‘antibiogramma, è fondamentale per
supportare la gestione antimicrobica e per fornire un trattamento efficace e mirato.

E.A. Idelevich, Clinical Microbiology and Infection 2019

ANTIBIOGRAMMA RAPIDO



van Belkum A. et al., Nat Rev Microbiol 2020

ANTIBIOGRAMMA RAPIDO

FENOTIPICO

indicazione della 

sensibilità/resistenza con 

determinazione accurata 

della MIC

GENOTIPICO

rilevamento del 

meccanismo AMR

RAST tradizionali RAST automatizzati



E.A. Idelevich, Clinical Microbiology and Infection 2019

Antibiogramma fenotipico rapido e non: sfide e criticità



Accettazione campione Coltura positiva Colonia

Incubazione/Semina Lettura ID /AST AST

0 h 6-120 h 3-6 h 24-48-72 h

6-120 h

Referto definitivo
da colonia

Antibiogramma fenotipico tradizinale

Referto preliminare
da colonia 

(anche patina 3 h per emocolture)

• ID Maldi-Tof
• AST rapido fenotipico

Terapia
empirica

Aggiustamento 
ter. empirica

Terapia mirata

Antibiogramma fenotipico rapido



NUOVE TECNOLOGIE:  impatto sul workflow delle emocolture

EMOCOLTURA 
POSITIVA



NUOVE TECNOLOGIE:  impatto sul workflow delle emocolture

EMOCOLTURA 
POSITIVA



Rapid AST directly from positive blood culture bottles

✓ EUCAST has validated a method for direct plating of disk 
diffusion MH and MHF agar plates for reading after 4, 6 
and 8 hours of incubation

✓ Incubation can not be prolonged - the method is only 
validated for the short incubation time.

✓ Currently the method is validated for:
E. coli
K.pneumoniae
Ps. aeruginosa
S. aureus
E. faecalis and faecium
S.pneumoniae

and for a limited panel of antimicrobials. 

RAST mediante disco-diffusione da emocoltura positiva (RAST EUCAST)



- Metodo da eseguire entro 18 ore dalla positivizzazione del flacone

- Entro 3 ore dallo scarico del flacone dall’incubatore

- Prelevare 125 +/- 25 microlitri di brodo di emocoltura positiva non diluita

- Seminare su piastra di MH o MH-F da 90 mm coprendo tutta la superficie (semina manuale o automatica)

- Applicare i dischetti di antibiotico

- Incubare e leggere la crescita a 4-6-8 ore (più o meno 5 minuti dall’orario previsto) 

- Reincubare entro 10 minuti per la lettura successiva



• The EUCAST RAST method is based on the EUCAST standard disk diffusion methodology, but with modified inoculum, incubation time, modified reading
instructions and specific RAST breakpoints. The purpose of the EUCAST RAST method is to allow rapid susceptibility test results directly from positive
blood cultures.

• The RAST method provides specific breakpoints for readings at 4, 6 and/or 8 hours incubation.
• In addition, RAST breakpoints for 16-20 hours incubation have been developed for E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus and S.

pneumoniae. Results should only be read after 16-20 hours when it is not possible to read results after 4, 6 and/or 8 hours incubation. Isolates for
which results are inside the ATU at all reading times must be tested with the standard methodology and breakpoints

2023: EUCAST RAST IN BLOOD CULTURES



2023: EUCAST RAST IN BLOOD CULTURES



- A 4-8 ore crescita può apparire meno 

chiara rispetto al tempo di incubazione 

standard

- Le zone di inibizione devono essere 

lette quando la crescita è confluente e i 

bordi degli aloni chiaramente visibili

- La lettura dei diametri deve essere 

eseguita manualmente dopo aver rimosso 

il coperchio, tenendo la piastra a 30 cm 

dagli occhi con una angolazione di 45°.

- La crescita fine all’interno di una 

zona di inibizione evidente deve essere 

ignorata (si verifica occasionalmente con i 

beta-lattamici per E.coli e K.pneumoniae)







VANTAGGI

- Costi limitati 

- Flessibilità

- Applicabilità a tutti i pazienti

- Possibile allestimento 

subito dopo scarico flacone 

positivo

- BP per i principali patogeni 

e antibiotici

LIMITI

- Lettura a 4-6-8 ore (gestione 

refertazione?)

- Lettura operatore dipendente 

- Risultato fenotipico quantitativo 

che non fornisce la MIC

- % ATU (soprattutto per 

piperacillina-tazobactam)

RAST mediante disco-diffusione da emocoltura positiva (RAST EUCAST)





MANUALE AUTOMATIZZATO

Diverse nuove tecnologie disponibili in 
commercio o in fase avanzata di sviluppo. 

Tutte queste tecnologie si basano sulla 
premessa che l’esposizione agli antimicrobici 
induce una risposta morfologica e/o fisiologica 
che può essere misurata precocemente.

Cambiamenti misurabili
• dimensione cellulare, 
• massa,
• integrità di membrana,
• metabolismo
• trascrizione del DNA

TERAPIA MIRATA
3-6 ORE

AUTOMATIZZATO

Esempi di pannelli per l’antibiogramma fenotipico rapido



Ritu Banerjee et al., Frontiers in Medicine 2021

Rapid phenotypic AST methods for 
testing positive blood cultures

Fornire dati quantitativi (MIC)

consente un aggiustamento precoce e 

preciso del trattamento

La microscopia automatizzata time-lapse per l'analisi morfo-cinetica cellulare, consente
di monitorare le caratteristiche fenotipiche, come dimensione, forma, tasso di divisione
delle singole cellule vive, mentre vengono esposte agli antibiotici, valutando le curve di
crescita a livello di ogni singola colonia per estrapolare i valori MIC.



Dal colore alla MIC… Dalla citofluorimetria alla MIC…

nuova tecnologia di sensori per rilevare la crescita delle popolazioni batteriche attraverso l’emissione di composti organici volatili
durante la crescita, utilizzando piastre a 96 pozzetti contenenti 7 sensori posizionati su ciascun pozzetto. Quando le sostanze volatili
vengono emesse dai batteri, i sensori rispondono con un cambiamento di colore. Ciascuno dei 7 sensori in ciascuno dei 96 pozzetti
viene sottoposto a imaging ogni 10 minuti per monitorare la variazione di intensità nel tempo.



MODULI TAT (ore) PANNELLI ANTIBIOTICI

Moduli da 1
2-4 

• Gram -
• Gram + 

(in sviluppo)
12

Moduli da 4
(ogni «cassetto» 

può contenere fino 
a 2 ATB da far 

partire insieme)

6
• Gram - 23

Non modulare: 12 
postazioni 

indipendenti
6

• Gram -
• Fastidious

23

Non modulare: 15 
postazioni 

indipendenti
6

• Gram -
• Gram + 

17

QuickMIC

Reveal

Limiti:
No ID
Non da coltura mista



Antibiotico
Amikacina X X X X X

Amocillina/Clavulanato X X X X
Ampicillina X X X
Aztreonam X X
Ceftazolina X
Cefepime X X X X X
Cefotaxime X X X X X
Cefotaxime/Clavulanato X
Cefoxitina X X
Ceftriaxone X
Cefuroxime X
Ceftazidime X X X X X
Ceftazidime/Clavulanato X X X
Ceftazidime/Avibactam X X X X X
Ceftolozano/Tazobactam X
Ciprofloxacina X X X X X
Colistina X X X
Ertapenem X X
Gentamicina X X X X X
Imipenem X X
Levofloxacina X X X
Meropenem X X X X X
Meropenem/Vaborbactam X X
Piperacillina X X
Piperacillina/Tazobactam X X X X
Tigeciclina X X X
Tobramicina X X X
Trimethoprim/Sulfametossazolo X X

Gram negativi: 
Enterobacterales, principali specie

P.aeruginosa
A.baumannii

La disponibilità di avere un 
valore di MIC accurato, 

consente un aggiustamento 
preciso del trattamento 

antimicrobico



Antibiotico CA (%) VME ME mE

AMIKACIN 88% 2

AMOX/CLAV 71% 5

AMPICILLINA 88% 2

AZTREONAM 87%
CEFEPIME 88%

CEFTAZIDIME 82% 1

CEFTAZIDIME/AVI 94%

CEFTOLOZANE/TAZO 94%

CIPROFLOXACIN 88% 

ERTAPENEM 100%

GENTAMICIN 88%

IMIPENEM 100%

MEROPENEM 100%

PIPERACILLIN 100%

PIPERACILLIN/TAZO 100%

TRIMETHOPRIM/SUL 100%

E.coli, n.17
Antibiotico CA(100%) VME ME me

AMIKACIN 60% 1 1

AZTREONAM 100%

CEFEPIME 80% 1

CEFTAZIDIME 80% 1

CIPROFLOXACIN 80% 1

IMIPENEM 80% 1

MEROPENEM 100%

PIPERACILLIN 80% 1

PIPERACILLIN/TAZO 80% 1

P.aeruginosa,n.5
Antibiotico CA(%) VME ME me

AMIKACIN 100%

AMOX/CLAV 93% 1

AZTREONAM 100%

CEFEPIME 100%

CEFTAZIDIME 100%

CEFTAZIDIME/AVI 100%

CEFTOLOZANE/TAZO 100%

CIPROFLOXACIN 92% 1

ERTAPENEM 92% 1

GENTAMICIN 100%

IMIPENEM 92% 1

LEVOFLOXACIN 85% 2

MEROPENEM 100%

PIPERACILLIN 100%

PIPERACILLIN/TAZO 92% 1

TRIMETHOPRIM/SUL 92.9% 1

K.pneumoniae,n.13

Legenda:
CA: categorical Agreement
VME: very major error - falsely susceptible, 

ME: major error -falsely resistant

Me: minor error (mE, sensibile/resistente versus intermedio), 

Antibiogramma fenotipico vs. antibiogramma fenotipico rapido

Includere intervalli di MIC più ampi per una de-escalation più efficace 
nella scelta dell’antibiotico e migliorare lo standard di cura.



VANTAGGI

- Elevata automazione

- Informazioni fenotipiche 

completa (SIR + MIC)

- Riduzione del TAT 

significativo rispetto all’AST 

fenotipico tradizionale

LIMITI

- Costi elevati

- Non funziona su campioni 

polimicrobrici

- Necessità di attendere 

colorazione di gram

(identificazione? 

- Mancanza di alcuni tra gli 

antibiotici «nuovi» e di quelli 

«difficult to test»

Antibiogramma rapido fenotipico automatizzato



Antibiogramma rapido fenotipico automatizzato

CA: 95,1% 
VME <4% 

TAT 6h

CA: 95,6%
EA: 90,7%. 
VME 9,1 %

TAT 6h

CA: 100%
VME 3,6 %

TAT 6h

CA  96%
EA 98,5% 
VME 0,8%

TAT. 3-4 h



Probabilità di impatto sulla terapia?

(patogeno, tipologia resistenza)

Possibilità di utilizzo tempestivo del dato?

(orario, percorso dedicato)



✓ Metodi potenzialmente utili per ridurre il tempo di impostazione di una terapia antimicrobica
appropriata

✓ Diversi metodi attualmente disponibili (EUCAST RAST, RAST automatizzati), necessario valutare sulla
base di: 

- risorse economiche, strutturali, di personale
- organizzazione ed orari di apertura del laboratorio (flusso di lavoro 24/24 su 7gg)
- percorsi dedicati, tipologia pazienti ed epidemiologia locale

Conclusioni

FONDAMENTALE INSERIRE RAST ALL’INTERNO DI UN PERCORSO DEDICATO BEN 
CODIFICATO CHE NE OTTIMIZZI IL VALORE CLINICO
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