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� “Resistance to antibacterial agents is today a major public
health problemin both developedand developing countries 
throughout the world
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throughout the world

� With the emergence of multiple-drug resistance, 
physiciansare now confronted with infections which only 
respond to expensive or toxic drugs, or for which there is 
no effective therapy

� The time for complacencyhas passed and there is a need 

for heightened vigilanceand urgent measures”

(WHO, 1994)





� Le più pericolose modifichedella 
popolazione microbica  sono la conseguenza 
soprattutto dell’attuale ampio usodi 
antibiotici in profilassi e terapia.
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antibiotici in profilassi e terapia.

� Questa pratica ha selezionatoi generi 
naturalmente poco sensibiliall’azione di 
molte molecole (enterococchi, clostridi, 
Pseudomonaceae), aumentandone l’incidenza 
di isolamento dai materiali patologici.

� Il fenomeno ha agito anche sui patogeni
più virulenti (stafilococchi, S. pyogenes, S. 
pneumoniae) rendendoli direttamente o 
indirettamente resistenti e pertanto ancora più 
temibili.
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� La resistenza agli antibiotici da parte dei microrganismi 
sottintende un’elevatissima variabilità genetica
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� Gli agenti antimicrobici esercitano forti pressioni
selettive selezionando organismi resistenti
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� Numerosi sono i meccanismi di variabilità genetica:
1)cambiamento microevolutivo: mutazione puntiforme su di un 
paio di basi nucleotidiche

2)cambiamento macroevolutivo: riarrangiamenti su 
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2)cambiamento macroevolutivo: riarrangiamenti su 
grande scala di grossi segmenti di DNAmediante i transposoni 
o sequenze di inserzione

3)acquisizione di DNA estraneotrasportato da plasmidi, da
batteriofagi o da elementi genetici di natura transposomica o da 
integroni

I punti 1), 2) e 3) sono la causa della 
Resistenza acquisita od estrinseca
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� Resistenza naturale o intrinseca

- Insensibilità innatadi 
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- Insensibilità innatadi 
una specie batterica 
verso un antibiotico

- Non varia nel tempo

- E’ presente in tutti i
ceppi di una specie batterica
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Meccanismi di resistenza antibiotica:

� Inibizione enzimatica(da geni plasmidici o 
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� Inibizione enzimatica(da geni plasmidici o 
determinata dai cromosomi): 

- es. � lattamasi (enzima in grado 
di rompere l’anello amidico 
dell’anello � lattamico
(Staphylococcus spp), 
� lattamasi a spettro esteso o ESBL
(Enterobacteriaceae)
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Meccanismi di resistenza antibiotica:

� Alterazioni delle membrane batteriche
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� Alterazioni delle membrane batteriche

a) Ridotta permeabilità della membrana esterna(Gram -): 
- mutazioni che provocano la perdita di porinespecifiche 
con aumentata resistenza ai � lattamici (E.coli,
Salmonella typhimurium)

- mutazioni che provocano una mancata produzione
della membrana esternacon resistenza agli 
aminoglucosidi ed ai carbapenemici

- mutazioni che provocano alterazioni delle proteine

della parete esternacon resistenza ai chinoloni

gentamicina

Imipenem
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Meccanismi di resistenza antibiotica:

� Alterazioni delle membrane batteriche
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� Alterazioni delle membrane batteriche

b)    Ridotta permeabilità della membrana interna:
- mutazioni che provocano la perdita di 
attività citocromica necessaria a sviluppare 
l’energia protonica in grado di trasportare 
gli aminoglucosidi all’interno della cellula 
batterica (Pseudomonasspp, E.coli, S.aureus, 
Salmonellaspp. )

gentamicina
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Meccanismi di resistenza antibiotica:

� Promozione dei processi di efflusso di antibiotico
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� Promozione dei processi di efflusso di antibiotico

- Generazione di una proteina della membrana
interna in grado di ridurre (con meccanismo 
energia –dipendente) l’assorbimento di 
tetraciclina e di fluorochinoloni dall’ambiente 
extracellulare (E.coli)

tetraciclina

ciprofloxacina
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Meccanismi di resistenza antibiotica:

� Alterazione dei siti bersaglio sui ribosomi
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� Alterazione dei siti bersaglio sui ribosomi

- L’alterazione dei siti di legame ribosomiali 
(ad opera di una metilasi) determina la 
resistenza nei confronti di quelle molecole 
(tetracicline, macrolidi, lincosamidi, 
aminoglucosidi) che quindi non riescono
ad inibire la sintesi proteicae la crescita 
cellulare

tetraciclina

eritromicina

gentamicina

lincosamidi
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Meccanismi di resistenza antibiotica:

� Alterazione degli enzimi bersaglio

�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H

� Alterazione degli enzimi bersaglio

- L’ alterazione degli enzimi bersagliodegli 
antibiotici, ne determina di fatto l’efficacia. 
Es. la PBPbatterica (Penicillin Binding Protein) 
che catalizza la sintesi del peptidoglicano
della parete batterica, se modificata, lega
meno la penicillina o altri � lattamici 
determinandone di fatto la resistenza (MRSA, 
Enterococcusspp, S.pneumoniae ecc.)

Ceftriaxone
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Meccanismi di resistenza antibiotica:

� Bypass dell’inibizione antibiotica

�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H

- Alcuni ceppi auxotrofi che abbisognano 
di fattori di sviluppo diversi da quelli 
utilizzati dai ceppi selvaggi, in questa 
maniera riescono a bypassarel’inibizione 
esplicata da un dato antibiotico (es. batteri 
che perdono la timidilato-sintetasi e che 
diventando timidina-dipendenti si 
riforniscono dell’aminoacido mediante 
vie alternative divenendo resistenti al 
trimethoprim)

trimethoprim
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I microrganismi resistenti maggiormente studiati:

� Staphylococcus aureus
- Cocco gram +, catalasi +, coagulasi +,aerobio facoltativo
- Presente su cute e mucose umane

�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H

- Macroscopicamentecolonie bianco o gialle � emolitiche
- Microscopicamentecocchi a grappolo Gram +

- Fattori di virulenza :
A) proteine associate al cell wall (proteina A, 

fibronectina, proteine leganti il collagene)
B) esoenzimi (coagulasi, catalasi, ialuronidasi, DNasi, 

stafilochinasi, lipasi), 
C) esotossine (emolisine, leucotossine, tossina esfoliativa, 

enterotossine, TSST1)

- Causa: infezioni cutanee, infezioni delle ferite chirurgiche
setticemie, empiemi, polmoniti, otiti, meningiti,
infezioni alle vie genito-urinarie, osteomieliti      
endocarditi, infezioni delle ferite chirurgiche
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I microrganismi resistenti maggiormente studiati:
� Staphylococcus aureus

- � lattamasi 

�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H

- MRSA : Meticillino-resistente per produzione 
del gene MecA che  codifica la PBP2a 
(PBP a bassa affinità)

- VISA o con ridotta sensibilità ai glicopeptidi 
(legame di questi antibiotici al precursore 
del peptidoglicano con inibizione della 
formazione della parete cellulare per 
ingombro sterico)

- Resistenti agli aminoglucosidi: per presenza di
enzimi cellulari in grado di  modificare 
e di inattivare le molecole antibiotiche 

meticillina

gentamicina

vancomicina
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I microrganismi resistenti maggiormente studiati:
� Streptococcus pneumoniae

- Cocco Gram +, aerobio facoltativo, catalisi –
- Colonizza il rino-faringe negli umani

�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H

- Macroscopicamente: colonie � emolitiche su AS

- Microscopicamente:“a diplococco” da campioni clinici
“ a catenelle” da coltura

- Fattori di virulenza : macromolecole capsulari, 
Proteina R, proteine extracellulari, 
pneumolisina, IgA proteasi, 
ialuronidasi, neuroaminidasi

- Causa: infezioni basse vie respiratorie, meningiti, 
otiti, endocarditi, peritoniti, sepsi, artriti, 
congiuntiviti, ascessi
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I microrganismi resistenti maggiormente studiati:

� Streptococcus pneumoniae

�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H

� Streptococcus pneumoniae
- Resistenza alle � lattamine dovuta alle 
modificazioni delle proteinedi legame 
alla penicillina (PLP)

- Resistenza ai macrolidi, lincosamine e 
streptogramine  dovuta alla metilazione 
specifica del RNAr 235 che riduce l’affinità
degli antibiotici alla frazione 50S ribosomiale

- Resistenza agli aminoglucosidi: determinata 
dalla sintesi di enzimi modificatori degli antibiotici

gentamicina

streptogramine

lincosamide
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I microrganismi resistenti maggiormente studiati:

� Enterococcus spp
- Cocco  Gram +,  aerobio facoltativo, catalasi –

�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H

- Colonizzano l’intestino e le vie genito-urinarie nell’uomo

- Macroscopicamentepiccole colonie grigiastre, 
� emollitiche, � emolitiche ma più spesso non emolitiche

- Microscopicamentecocchi Gram +  isolati o disposti 
in corte catene, di forma cocco-bacillare quando i vetrini 
si allestiscono da preparati provenienti da terreni solidi

- Fattori di virulenza : citoemolisina, gelatinasi, fosfatasi, 
ialuronidasi

- Causano: infezioni urinarie, setticemie, endocarditi, 
infezioni delle ferite
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I microrganismi resistenti maggiormente studiati:

� Enterococcus spp 

�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H

� Enterococcus spp 

- � lattamasi

- Resistenza alle � lattamine dovuta alle modificazioni 
delle proteine di legame alla penicillina (PLP)

- Resistenza ai macrolidi, lincosamine e streptogramine 
dovuta alla metilazione specifica del RNAr 235 
che riduce l’affinità degli antibiotici alla frazione
50S ribosomiale

- Resistenza agli aminoglucosidi: determinata dalla 
sintesi di enzimi modificatori degli antibiotici

lincosamide

streptogramine

gentamicina
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I microrganismi resistenti maggiormente studiati:

� Enterococcus spp
- Resistenza ai glicopeptidi determinata 

�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H

- Resistenza ai glicopeptidi determinata 
dai seguenti geni plasmidici ( geni modificati per la
presenza di una mutazione puntiformecon minor 
affinità  tra vancomicina e peptoglicano batterico)

VanA: R inducibile ad alto livello per 

Vanco e Teico (S. faecium – faecalis)
VanB: Vanco R induc. – Teico S (S. faecium – faecalis)

VanC: Vanco I inter. – Teico S 
(S. gallinarum – casselliflavus – flavescens)

VanD: Vanco I/R – Teico I/S (S. faecium)
VanE: Vanco I – Teico S (S. faecalis)

vancomicina
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I microrganismi resistenti maggiormente studiati:

� Pseudomonas aeruginosa
- Bacillo Gram -, aerobio  obbligato, non fermentante, ossidasi +

�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H

- Si rinviene nel suolo e nelle acque oltre che sui vegetali, nell’uomo 
si rinviene nelle feci, nella saliva e nelle zone umide della cute 
(grandi pieghe)

- Macroscopicamente: colonie irregolari, di colore bianco verdastro
- Microscopicamente: bacillo Gram -, spesso filamentoso

- Fattori di virulenza : pigmenti (piocianina), flagellina, adesine, 
lipopolisaccaride, proteine della membrana esterna, alginato, 
tossine (esotossina A, enterotossina, citolisina), enzimi (esoenzima s, 
elastasi, proteasi, fosfolipasi)

- Causa: infezioni polmonari, setticemie, endocarditi,  infezioni cutanee
specie delle ferite chirurgiche, nelle piaghe, nelle ulcere e nelle ustioni, 
infezioni delle vie urinarie, infezioni oculari,  otiti, meningiti e ascessi
cerebrali, diarree epidemiche, osteomielti,  artriti,  peritoniti
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I microrganismi resistenti maggiormente studiati:

� Pseudomonas aeruginosa

�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H

Sulf./Trim.

� Pseudomonas aeruginosa

- Resistenza naturalea più classi di antibiotici quali:
ampic., amp/sulb., cefalosp. di I e II gen., 
cotrimossaz., ac. nalidixico, caf 

- Resistenza naturale alle prime � lattamine
(penicillina e cefalosporine di I e II generazione) 
mediante la sintesi di una � lattamasi cromosomica 
normalmente repressa

- Resistenza naturalealla Penicillina M (Meticillina)
per impermeabilità della parete meticillina

Cefazolina 1

Cefuroxime 2

Amp./Sulb.
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I microrganismi resistenti maggiormente studiati:
� Pseudomonas aeruginosa
- Ai beta lattamici: Impermeabilità Pompa di efflusso 

Cefalosporinasi cromosomiali di classe C 

�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H

Cefalosporinasi cromosomiali di classe C 
Depressione di beta lattamasi cromosomiali 
Beta lattamasi plasmidiche

- Ai carbapenemi: Perdita di OprD 
Carbapenemasi plasmidiche 
Mutazione pompe di efflusso

- Agli aminoglucosidi: Self Promoted Uptake
Acquisizione di plasmidi

- Ai chinoloni: Mutazione pompe di efflusso 
Mutazione target DNA girasi 

Imipenem

Cefuroxime 2
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I microrganismi resistenti maggiormente studiati:
� Acinetobacter baumannii
- Bacillo pleomorfo (di forma coccobacillare, bacillare, filamentosa) 
Gram -, aerobio obbligato, non fermentante, ossidasi –

�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H

Gram -, aerobio obbligato, non fermentante, ossidasi –

- Molto diffuso nel suolo e nelle acque, può colonizzare cute e mucose

- Macroscopicamente: colonie lisce, incolori o debolmente rosate 
su McConkey Agar; biancastre ed irregolari (su AS)

- Microscopicamente: batterio pleomorfo Gram –

- Fattori di virulenza : polisaccaridi capsulari, lipopolisaccaride,
proteine della membrana esterna, fosfolipasi A e C, lipasi

- A. baumannii, frequente in ambiente nosocomiale, è isolato da cute, 
espettorato, urina, sangue, liquor, liq. pleurico, ecc., soprattutto nei 
portatori di cateteri vascolari. Spesso trattasi di infezioni
endemico-epidemiche, legate all’uso di dispositivi medici , saponi o 
disinfettanti contaminati. Le mani degli operatori, cui il germe 
aderisce tenacemente, sono un veicolo importante
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I microrganismi resistenti maggiormente studiati:

� Acinetobacter baumannii

�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H

- Batterio solitamente multiresistente 
grazie a meccanismi vari:
a) maggior potenziamento della 

pompa di efflusso
b) diminuizione della permeabilità
c)  PBP alterate
d) enzimatici: � lattamici 

(comprese le metallo � lattamasi con 
resistenza ai carbapenemici)
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I microrganismi resistenti maggiormente studiati:

� Enterobacteriaceae

�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H

Batterio Resistenza naturale
Klebsiellaspp Ampicillina

Citr. diversus Ampicillina

Citr. freundii Ampicillina, amox/clav., cef. I gen., cefoxitina

Enterobacter Ampicillina, amox/clav., cef. I gen., cefoxitina

Serratiaspp. Ampicillina, amox/clav., cef. I gen., cefuroxime

Mor. morganii Ampicillina, amox/clav., cef. I gen., cefuroxime

Proteus vulg. Ampicillina, amox/clav., cefuroxime
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I microrganismi resistenti maggiormente studiati:

� Klebsiellaspp

�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H

- Bacilli Gram -, aerobi facoltativi, fermentanti- Bacilli Gram -, aerobi facoltativi, fermentanti

- Presenti nel suolo, acque, nei cereali, colonizzanti 
dell’intestino e talora del faringe nell’uomo

- Macroscopicamente: grosse colonie mucose con 
tendenza alla confluenza

- Microscopicamente:corti bastoncini  Gram-

- Fattori di virulenza : capsula, adesine fimbriali e non 
fimbriali, lipopolisaccaride, siderofori e ureasi

- Causano: infezioni delle vie respiratorie, delle vie 
urinarie, meningiti, enteriti, setticemie
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I microrganismi resistenti maggiormente studiati:
� Klebsiellaspp

�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H

- Resistenza naturale su base cromosica(K.oxytoca> K..
pneumioniae) per cefalosporine di III generazione

- � lattamasi Amp C plasmidici

ceftriaxone

- � lattamasi Amp C plasmidici

- ESBL:  ESBL di classe A derivate da Temo SHV

ESBL di classe A nonderivate da 
Tem o SHV: CTX – M, PER 1

ESBL di classe CCMY, FOX, DHA  ecc.
derivate da  AmpC cromosomiali 

- Resistenza ai fluorochinolonitramite 
potenziamento della pompa di efflusso

- Resistenza agli aminoglucosidi: determinata dalla 
sintesi di enzimi modificatori degli antibiotici

gentamicina

Ciprofloxacina
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I microrganismi resistenti maggiormente studiati:

� Escherichia coli
- Bacillo Gram -, aerobio facoltativo, fermentante
- Si rinviene nel tratto intestinale dell’uomo e 
di numerosi animali

�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H

di numerosi animali

- Macroscopicamente: colonie grandi rosate, 
ombelicate (su  Mc Conkey Agar)

- Microscopicamente: bacilli Gram –

- Fattori di virulenza: capsula, adesine, fimbrie,
sideroforo, lipopolisaccaride, enterotossine, 
emolisine, tossine dermonecrotiche, 

- Causa: diarree, peritoniti ed ascessi addominali,
infezioni: dell’apparato genitale, epato-biliari, 

respiratorie, otoiatriche, cutanee              
setticemie, meningiti e ascessi cerebrali
artriti, osteomieliti, pancreatiti, tiroiditi,
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I microrganismi resistenti maggiormente studiati:

� Escherichia coli
- � lattamasi cromosomiali

( resistenza all’ampicillina)

�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H�,�Q�W�U�R�G�X�]�L�R�Q�H

Ampicillina( resistenza all’ampicillina)

- � lattamasi tipo Amp C
(basale, inducibile tramite plasmidi)

- ESBL

- Resistenza ai fluorochinolonitramite 
potenziamento della pompa di efflusso
o tramite modificazione del target

- Resistenza agli aminoglucosidi: determinata dalla 
sintesi di enzimi modificatori degli antibiotici ciprofloxacina

Ampicillina

gentamicina
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La Microbiologia e la sorveglianza delle infezioni:

• Funzione istituzionale: 
diagnosi etiologica di infezione
(fase pre-analitica e analitica)

• Altra funzione: 
sorveglianza delle infezioni
(fase post-analitica e di controllo)
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Le responsabilità del Microbiologo:
(Prevention of hospital-acquired infections – WHO – 2002)

Pechino (RPC)
• I consigli sono raccolti sinteticamente in 8 capitoli :

• 3  capitoli sono dedicati alla fase analitica 
e preanalitica( cioè la raccolta, la conservazione, 
il trasporto ed infine la manipolazione 
ed analisi dei campioni)

• 1 capitoloè dedicato alla sicurezzaper 
prevenire infezioni del personale

• 4 capitoli sono dedicati alla fase post-analitica e di controllo

Pechino (RPC)
8/8/08 ore 8:8 p.m.
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Le responsabilità del Microbiologo:
(Prevention of hospital-acquired  infections – WHO -2002)

1)   Elaborazione di reportsfruibili che  sinteticamente 
forniscano la prevalenza delle resistenzeforniscano la prevalenza delle resistenze

2)   Comunicazione tempestiva dei “patogeni sentinella”
all’Ufficio di Igiene o al CCIO, laddove presente

3)    Monitoraggio della sterilizzazionedegli strumenti 
chirurgici, della disinfezione degli endoscopi  
e dell’ambiente laddove veramente necessario

4)   Tipizzazione microbiologicadei microrganismi 
rinvenuti in ospedale  laddove necessario
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Le responsabilità del Microbiologo:
1) Elaborazione dei Reports delle resistenze (osservatorio 

epidemiologico)

- Studio locale della terapia empiricapraticata

- Analisi periodica degli andamenti
(relativamente all’etiologia delle infezioni 
ed alle resistenze agli antimicrobici)

- Confronti dei dati locali  con quelli 
Regionali, Nazionali  ed Internazionali

- Fase della verifica della qualità dei dati
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Le responsabilità del Microbiologo:
1) Quale Osservatorio Epidemiologico

� Non bisogna riferire solo sulla sensibilità 
antibiotiche ma occorre eseguire ancheantibiotiche ma occorre eseguire anche
una periodica analisi su:

- tipologia e numerodegli esamirichiesti 
e delle % di positivitàper materiale e reparto
(indicatori di corretto utilizzo del 
Lab. Microbiol.) 

- etiologia delle infezioni raggruppate 
per materiali e  per reparti 
(o raggruppamenti di reparti)

- verifica della qualità dei dati
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Le responsabilità del Microbiologo:
2)Il sistema di allerta su “patogeni sentinella”(o alert 

organism)

� Microrganismi patogeni e/o antibiotico-resistenti 
rilevanti dal punto di vista clinico e del controllo 
delle infezioni  nosocomiali

� Segnalazione telefonicae/o scritta, dal Lab. 
Microbiol. al Reparto di degenza ed 
al Gruppo Operativo (=ICI) del CCIO, di  
microrganismi “Sentinella” tipo:

a) Patogeni facilmente trasmissibiliin Ospedale
b) Batteri indicatori di possibile contaminazione 

ambientale
c) Batteri multiresistenti
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Le responsabilità del Microbiologo:
2)Esempi di“patogeni sentinella” (I)

� a) Patogeni facilmente trasmissibili:� a) Patogeni facilmente trasmissibili:

- Patogeni enterici(Salmonellaspp, Shigellaspp, 
Campylobacter spp, C.difficile o sua tossina, 
Vibrio spp, Rotavirus)

- Patogeni respiratori (RSV, virus influenzali ecc.)

- Patogeni responsabili di meningo-encefalite

- Mycobacterium tubercolosiscomplex
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Le responsabilità del Microbiologo:
2)Esempi di “patogeni sentinella” (II)   

� b) Microrganismi indicatori di una  possibile � b) Microrganismi indicatori di una  possibile 
contaminazione ambientale:

- Microrganismi reservoir ambientale e/o umano:
tipo Serratia spp,  Acinetobacter spp, 
Stenotrophomonas maltophilia

-Microrganismi reservoiresclusivamente ambientale:  
Aspergillus spp eLegionella pneumophila
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Le responsabilità del Microbiologo:
2)Esempi di “patogeni sentinella” (III)

� c) Batteri multiresistenti:

- MRSA
- VISA o VRSA (?)
- Streptococcus pneumoniaePEN R
- VRE
- ESBL
- Pseudomonasmultiresistenti o totiresitenti
- Enterobatteri resistenti ai carbapenemici

imipenem
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Le responsabilità del Microbiologo:
2) Sistema basato su “patogeni sentinella”: necessita

� Di una collaborazionee 
comunicazione continua tra il 
Laboratorio di  Microbiologia  
e  l’ICI (=Gruppo Operativo del CCIO)

� La codifica, che sia condivisa e conosciuta dai 
reparti, di protocolli di interventi correttivi
successiviad ogni segnalazioneeseguita dai 
microbiologi
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Le responsabilità del Microbiologo:
2) Sistema basato sui “patogeni sentinella”: l’utilità

� Utile ad allertare Reparti
ed ICI per favorire gli interventi 
immediati di prevenzione,
qualora necessari

� Utile a calcolare, ogni anno, i tassi 
di circolazione dei patogeniresponsabili 
delle  infezioni nosocomiali

� Utile a  segnalarei possibili focolai epidemici
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Le responsabilità del Microbiologo:
2) Sistema basato sui “patogeni sentinella”: segnalazioni di 

epidemie

� E’ basato sul conteggio dei casi per periodo
di tempo e sull’osservazione di uno 
scostamento dalla media

� Nel conteggio bisogna però verificare che non
siano cambiatinel periodo in studio:
- le metodiche diagnostiche
- i protocolli clinici di ricerca

� Per una verifica fenotipica o genotipica, tutti 
i patogeni sentinella dovrebbero essere 
conservati in una ceppoteca
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Le responsabilità del Microbiologo:
2) Sistema basato sui “patogeni sentinella”: segnalazioni di 

epidemie

Sistemi di  tipizzazione� Metodi fenotipici
� biotipizzazione                        � profilo biochimico

� antibiogramma                        � pattern di resistenza

� sierotipizzazione                      � caratteri antigenici

� fagotipizzazione                       � sensibilità ai batteriofagi

� Multilocus Enzyme 
Electrophoresis  (MLEE)        � varianti di enzimi metabolici
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Le responsabilità del Microbiologo:
2) Sistema basato sui “patogeni sentinella”: segnalazioni di 

epidemieepidemie

Sistemi di  tipizzazione� Metodi genotipici
� Analisi del DNA plasmidico
� Analisi di restrizione del DNA cromosomiale
� Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)
� Restrinction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP)
� Arbitrarly Primed PCR (AP-PCR)
� Randomly Amplified Polimorphic DNA (RAPD)
� Enterobacterial Repetition Intergenic Consensus (ERIC)
� Ribotyping
� Sequenziamento degli acidi nucleici
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Le responsabilità del Microbiologo:
2) Sistema basato sui “patogeni sentinella”: segnalazioni di 

epidemieepidemie

Sistemi di  tipizzazione� Metodi fenotipici
Vantaggi

� Utilizzabili in tutti i laboratori
� Pocodispendiosi
� Danno una risposta immediata
� Forniscono indicazioni preliminari

Limiti
� Poco discriminanti
� Di solito insufficienti a documentare un’epidemia
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Le responsabilità del Microbiologo:
2) Sistema basato sui “patogeni sentinella”: segnalazioni di 

epidemie

Sistemi di  tipizzazione� Metodi genotipici
Vantaggi

� Capacità discriminante in genere elevata
� Applicabilità diversa a seconda del microrganismo

Limiti
� Richiedono notevole esperienza
� Richiedono: costi elevati, strumentazione specifica

esecuzione laboriosa, tempinon immediati di risposta
� In alcuni casi insufficiente standardizzazione 
� Talora non semplice interpretazione
� Di fatto utilizzabili in laboratori di riferimento
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Le responsabilità del Microbiologo:
3) Controllo su: a)disinfezione, b)sterilizzazione e c)ambiente

� Si parla, troppo spesso e senza cognizione di causa � Si parla, troppo spesso e senza cognizione di causa 
di controlli ambientali; i microbiologi 
essenzialmente devono:

- Verificare la disinfezione degli endoscopi
- Gestire il controllo biologico della sterilizzazione
degli strumenti chirurgici

- Controllare la preparazione di prodotti ad uso infusionale
quali: le sacche di sangue e di piastrine, le sacche ad uso
parenterale 

- Eseguire la sorveglianza dei patogeni ambientaliquali 
Legionella pneumophilae Aspergillus spp
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Le responsabilità del Microbiologo:
4) Sorveglianza per una sospetta epidemia

� Controlli ambientali

� Esami colturali su personale 
sanitario e sui ricoverati

� Capacità si eseguire la tipizzazione, non solo 
fenotipica, ma,  anche genotipicadei 
microrganismi eventualmente coinvolti
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Le responsabilità del Microbiologo:
4) Sorveglianza per una sospetta epidemia

Bisogna dotarsi di sistemi necessari per un rapido e preciso 
riconoscimento dei patogeni sentinella

� Colturali  �  Oxacillina Screen Agar

� Immmunologici � Ag urinari

� Molecolari �  tests di mutazione genetica di resistenza
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Le responsabilità del Microbiologo:
4) Sorveglianza per una sospetta epidemia

Bisogna dotarsi di sistemi necessari al 
mantenimento dei ceppi isolati (ceppoteca)

� Terreni di conservazione �  agar molle, 
brodo glicerolo al 20%

� Congelamento dei ceppi � a - 80°C
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Le responsabilità del Microbiologo:
4) Sorveglianza per una sospetta epidemia

Bisogna dotarsi di sistemi necessari al
mantenimento dei ceppi isolati (ceppoteca)mantenimento dei ceppi isolati (ceppoteca)

� Terreni di conservazione �  agar molle,  
brodo glicerolo al 20%

� Conservazione dei ceppi 
- a breve termine= sino a 3 anni 

Agar molle �  subcolture ogni 6 mesi a T.A.
Brodo glicerolo �  congelare a – 20° C                                                                 

- a lungo termine= sino a 30 anni
Brodo glicerolo �  congelare a -80°C o in azoto liquido
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Le responsabilità del Microbiologo:
4) Sorveglianza per una sospetta epidemia

Bisogna dotarsi di sistemi necessari al 
mantenimento dei ceppi isolati (ceppoteca)

� Quali ceppi isolati conservare
- tutti ?  - da infezione ?  
- da colonizzazione?  - isolati dai siti sterili?

� Per quanto tempo?�  almeno due anni o più

� I ceppi provenienti dalle infezionie dai sitisterili sarebbero i più utilisul piano clinico; 
ai fini epidemiologici tutti i ceppiisolati sarebbero importanti
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Le responsabilità del Microbiologo:
4) Sorveglianza per una sospetta epidemia

Bisogna dotarsi di sistemi necessari all’archiviazione ed 
all’elaborazione dei dati �  sistema manuale o informatizzato)

� Controllo quotidiano degli isolamenti

� Valutazione dell’incremento degli isolatidi un 
determinato microrganismo in un dato reparto

� Confrontare con i periodi 
precedenti

� Arrivare all’identificazione di a) pat. sentinella, 
di b) cluster o di un c) evento epidemico





�/�D���V�R�U�Y�H�J�O�L�D�Q�]�D���/�D���V�R�U�Y�H�J�O�L�D�Q�]�D���/�D���V�R�U�Y�H�J�O�L�D�Q�]�D���/�D���V�R�U�Y�H�J�O�L�D�Q�]�D��
�G�L���O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�R�G�L���O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�R�G�L���O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�R�G�L���O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�R

�3���)�D�]�L�L�3���)�D�]�L�L�3���)�D�]�L�L�3���)�D�]�L�L

Motivi per avviare un sistema si sorveglianza 
� Aumento progressivo del numero dei microrganismi 

resistenti e soprattutto di quelli multiresistenti

� Aumento di un numero sempre maggiore� Aumento di un numero sempre maggiore
di soggetti immunocompromessi

� La sempre crescente difficoltà e complessità 
del trattamento delle infezioni sostenute dai 
cosiddetti “germi difficili”

� La possibilità di diffusione di questi microrganismi
all’interno delle strutture ospedaliere

� La valutazione dei costi economici, ma, 
soprattutto biologici associati a questi eventi

� La necessità di usare in modo più appropriato 
i farmaci antimicrobici al fine di ottimizzarne 
sia l’efficacia e preservarne l’attività nei 
confronti di microrganismi al momento ancora sensibili
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Vantaggi di un sistema di sorveglianza  a partenza dal 
laboratorio microbiologico 

� Consente la valutazione di tutti i microrganismi isolati

� Il sistema è attivo pur impiegando un numero minimo� Il sistema è attivo pur impiegando un numero minimo
di risorse umane

� Consente la mappaturaepidemiologica locale dei singoli 
microrganismi

� Consente l’identificazione precocedi un evento epidemico

� Consente la rapida attivazione delle misure di contenimentodi 
un evento epidemico

� Garantisce una più oculata gestionedelle risorse economiche, 
strutturali ed organizzative nella contenzione di un evento epidemico
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Svantaggi di un sistema di sorveglianza  a 
partenza dal laboratorio microbiologico 

� La raccolta dei campioni biologici utili ai fini 
clinici e/o epidemiologici può essere modesta
(vedi chirurgie) e comunque assai  variabile(vedi chirurgie) e comunque assai  variabile

� La qualità del campionamento (ad es. ricerca anaerobi,
raccolta sangue per emocoltura ecc.)  non sempre è 
verificabile e ciò può inficiare i risultati

� L’elaborazione di reports sugli andamenti epidemici
non sempre è automatizzatae ciò comporta grosse 
perdite di tempo da parte degli operatori della
microbiologia oppure, per carenza di personale 
una sua  non fattibilità

� L’inchiesta epidemiologica non è sempre fattibilein 
tutti casi; occorre spesso selezionare gli eventisulla 
base delmicrorganismo isolato o del campione biologico
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Il Microbiologo Clinico contribuisce alla 
prevenzione ed al controllo delle prevenzione ed al controllo delle 
infezioni ospedaliere anche attraverso:

Studio dell’attività in vitro degli antibiotici

� Il Microbiologo Clinico deve essere inserito nella             
Commissione Ospedalierasull’uso degli antibiotici

� Il Microbiologo decide gli antibiotici da saggiare
nell’antibiogramma in accordo con il CIO e con la 
Commissione Terapeutica

� La scelta devetener conto degli standard internazionali, dei 
dati della letteratura, delle prassi o necessità locali, degli 
antibiotici disponibili presso la Farmaciaospedaliera
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Il Microbiologo Clinico contribuisce alla 
prevenzione ed al controllo delle infezioni 
ospedaliere anche attraverso:ospedaliere anche attraverso:

Iniziative di aggiornamento (I)

� In considerazione delle problematiche notevoli e complesse generate 
dalle infezioni ospedaliere appare evidente che il Microbiologo 
Clinico ha il diritto dovere di essere attore/spettatore di 
iniziative di aggiornamento le più varie:

a)  formulazione annuale di un piano di formazione ed aggiornamento
rispetto al controllo delle infezioni ospedaliere 
- tutto il personaleaddetto all’assistenza o a servizi di  supporto
- il personale di nuova assunzione
- degenti(perché non informarli sul rischio di infezioni  

ospedaliere legato al ricovero?)                             
- visitatori
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Il Microbiologo Clinico contribuisce 
alla prevenzione ed al controllo delle 
infezioni ospedaliere anche attraverso:

Iniziative di aggiornamento (II)
b) Organizzazione/partecipazione  ad incontri intra -reparto ed intra-b) Organizzazione/partecipazione  ad incontri intra -reparto ed intra-

ospedalieri con personale di varia qualifica e grado

c) Organizzazione/partecipazione a convegni/congressi specificatamente 
dedicati alle problematiche suddette

d) Iscrizione a Società Scientificheche abbiano come finalità anche o 
esclusivamente lo studio delle infezioni ospedaliere

e) Aggiornamentocontinuo dalla letteratura scientificanazionale ed 
internazionale

f) Collegamenti continui con Colleghidi altri nosocomi regionali, 
nazionali e, laddove è possibile, di altri Paesi
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� Da quanto esposto si vuole sottolineare 
come il ruolo  del Microbiologo Clinico come il ruolo  del Microbiologo Clinico 
sia centrale,fondamentale nel controllo
delle infezioni ospedaliere;

� Ogni iniziativa intrapresa in ambito del 
CCIO non può prescinderedal parere 
espresso dal Microbiologo;

� Al Microbiologo di contro si richiede 
competenza elevata e aggiornamento
costante.

ROMA
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