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Oct 2022

Since August 2021: 
21 cases of FDC-R NDM-Kp
- 12 colonizations
- 9 infections (BSI, UTI, LRTI )
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WGS nella diagnostica microbiologica

o Tempi di risposta

o Costio Standardizzazione

o Actionability dei risultati

o Automazione

o Laboriosità
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• isolamento in 
coltura

• identificazione

• antibiogramma fenotipico: 
MIC – aloni di inibizione 
tradotti in categoria (S/I/R)

Biochimica

MALDI-ToF

Esame colturale con antibiogramma fenotipico: 
il riferimento nella diagnostica microbiologica

o Altamente standardizzato

o Antibiogramma fenotipico ampiamente validato 
come proxy per predizione efficacia clinica

o Permette studio degli isolati microbici

o Lentezza (³³2 giorni)

o Patogeni difficilmente / non coltivabili

³³1 giorno

³³1 giorno
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o Rapidità (anche da campione clinico / emocoltura positiva)

o Sensibilità (patogeni fastidious, pregressa antibiosi)

o Automazione, sistemi standalone (possibile delocalizzazione) 

Diagnostica genotipica targeted (per patogeni / geni di resistenza)

Es. pannello sindromico per polmoniti

Campione: BAL, BAS/TAS TTR: 70 min

Es. test NAAT per CPE 

Campione: tamp. rettale TTR: 50 min

KPC
OXA-48
NDM
VIM
IMP-1

VANTAGGI
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Diagnostica genotipica targeted (per patogeni / geni di resistenza)

Es. pannello sindromico per polmoniti

Campione: BAL, BAS/TAS TTR: 70 min

Es. test NAAT per CPE 

Campione: tamp. rettale TTR: 50 min

KPC
OXA-48
NDM
VIM
IMP-1

LIMITI

o Patogeni / geni di resistenza off-target

o Discrepanze genotipo-fenotipo di resistenza
- geni di resistenza inattivati
- aumento dosaggio genico
- mutazioni puntiformi gain/loss of function

Potenzialmente 
superabili con 

analisi genomica 
(sequencing)
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Fast LC-WGS nella diagnostica delle BSI

Di Pilato et al – in preparation
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Arricchimento

Sangue

50 h

Sepsi, medicina interna …

NON RILEVATI

NON RILEVATI

NON RILEVATI

Test molecolare con 
pannello sindromico

(+2 h)

Gram (+2 h)

cocco-bacilli 
Gram-variab.

Rossolini GM – data on file
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Arricchimento

NEGATIVO

Subcultura

Batteri 
separati

(+40 min)

Eggerthella lenta

Sepsi, medicina interna …

Sangue

50 h

cocco-bacilli 
Gram-variab.

+6 h

NO 
crescita

+24 h

NO 
crescita

Estraz DNA
Library prep

Eggerthella lenta

Gram (+2 h)

(+4,5 h)

Test molecolare con 
pannello sindromico

(+2 h)

Fast LC-WGS

+48 h MALDI-ToF

crescita

Rossolini GM – data on file
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Metagenomica shotgun

estrazione 
DNA

Campione
clinico

ID patogeno/i (tutti)
Resistoma (completo)

Analisi bioinformatica
sequenziamento NGS

Arricchimento 
microbico

Sottrazione 
sequenze 

umane

Kullar et al – Clin Infect Dis 2023
Higgins et al – J Clin Micro 2022

Deplezione 
DNA umano

Applicazioni:
o Infezioni coltura-negative
o Infezioni con eziologie complesse (es. infezioni 

protesiche, ascessi, meningiti, endocarditi, 
polmoniti …) 
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o 10 studi, 995 pazienti 
(2018 - 2021)

o Metagenomica ha 
identificato uno o più 
patogeni nel 54% dei casi 
di PJI coltura-negative
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2019

o Optimized protocol, ca. 6 hrs

o Sensitivity vs. culture 96.6%

o Additional pathogens not detected by culture (K. pneumoniae, 
P. aeruginosa, M. catarrhalis, H. influenzae, S.pneumoniae,      
S. pyogenes, S. aureus) in 15/41 samples (7 negative by culture)
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Conclusioni

o Ruolo consolidato di WGS per outbreak tracing e per 
sorveglianza microbiologica (inclusi patogeni MDR)

o Importanza di valorizzare il significato del dato genomico con 
metadati clinici, fenotipici e organizzativi

o Crescente ruolo della genomica in diagnostica microbiologica
(superamento limiti di diagnostica colturale e di diagnostica
genotipica targeted)

o Ancora alcuni limiti per uso in diagnostica microbiologica
routinaria (laboriosità, costi, tempi di risposta)

o Impatto su aspetti organizzativi / competenze tecniche e 
interpretative necessarie nel laboratorio di microbiologia clinica
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