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Sepsi, ICA e 
l’implementazione 
di una ceppoteca

Direttore SOC Microbiologia - Udine

Assunta Sartor



Sepsi ICA

CEPPOTECA

L’importanza rivestita dalla ceppoteca è 

rilevante, è paragonabile ad una raccolta 

bibliografica, col vantaggio di fornire 

germi di paragone per eventuali confronti 

e conferme in un ambito di maggiore 

sicurezza del paziente e all’affidabilità dei 
controlli di qualità ad integrazione di 

quelli  disponibili sul mercato, con in 

aggiunta la possibilità di testare la 

strumentazione sottoposta a lla
legislazione europea/ nazionale.
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Descrizione del processo di 
ricezione, stoccaggio, 
recupero del materiale

► Scheda preparato

► Anonimizzazione o 

Pseudoanonimizzazione

dei dati (eliminazione dati 

anagrafici, ri-numerazione 

campione-germe)

► Stoccaggio

► Software di gestione

► Controllo frigoriferi

► Selezione e Restituzione 

campione/i su richiesta,

► Aliquotazione

SW come minimum, il 
management system della 

ceppoteca include:

► responsibilità (8.1)

► obiettivi e policies (8.2)

► informazioni documentali 

(8.2, 8.3 and 8.4)

► cambi e modifiche

► accessi non autorizzati

► back-up

► archiviazione

► recupero

► tempo di conservazione

► disponibilità

Controlli

► Descrizione campioni 

ceppoteca (per singola 

scheda o per gruppi)

► Obsolescenza campioni

► Query per tipologie 

(germe, data, resistenze)

► Malfunzionamenti 

frigoriferi, 

► Procedure di recovery

✓responsabilità (8.1)

✓obiettivi e policies (8.2)

✓informazioni documentali (8.2, 8.3and 8.4)

Ceppoteca
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Ceppoteca aziendale: criteri di inclusione
La ceppoteca aziendale consta di collezioni annuali di isolati batterici. I ceppi di interesse che vengono selezionati, vuoi per sede 

del prelievo, vuoi per presenza di particolari meccanismi di resistenza batterica, vuoi per tipo di microrganismo, sono i seguenti:

Tutti gli isolati da Emocolture e da Liquor;     Tutti gli solati che presentano meccanismi di resistenza batterica:

 Staphylococcus aureus meticillino-resistente (MRSA)

Pseudomonas aeruginosa multi-farmaco resistente (MDR)

Acinetobacter baumannii, Burkholderia spp, Stenotropho-

monas maltophilia multi-farmaco resistenti (MDR)

Enterobacteriaceae produttrici di carbapenemasi

Enterobacteriaceae produttrici di beta-lattamasi a spettro 

esteso (ESBL)

Enterococcus faecium/faecalis vancomicina resistente (VRE)

* Tutti gli isolati di interesse medico o epidemiologico di 

seguito elencati:

* Isolati causa di infezione di artroprotesi/protesi valvolari;

* Isolati da dispositivi intravascolari (CVC, Midline, ecc) 

causa di infezioni catetere correlate;

Dermatofiti/funghi causa di dermatomicosi

Isolati causa di infezioni gastrointestinali quali 

Salmonella, Listeria monocytogenes, Yersinia 

enterocolitica Aeromonas hydrophila, Vibrio spp, 

Campylobacter e Shigella, Ecoli tossinogenico

Isolati esigenti quali Haemophilus Influenzae, Neisseria 

meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Nocardia, 

Legionella spp

Cluster epidemiologici o ceppi sottoposti a sorveglianza 

sanitaria (Streptococcus pyogenes, Streptococcus 

pneumoniae, Candida auris

Isolati del programmma "Veq Neqas"

Isolati di interesse clinico infettivologico espressamente 

richiesto dalla Clinica di Malattie infettive.
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 Definizione

Per ceppoteca si intende una “collezione” di 
microrganismi , un archivio in cui cellule microbiche, 

ottenute da una coltura pura, dopo essere state 

caratterizzate e classificate vengono mantenute in uno 

stato inattivo grazie a vari metodi, debitamente 

stoccate in opportune condizioni ambientali, al fine di 

essere conservate per un tempo indeterminato.

Tali ceppoteche assolvono a molteplici scopi , tra cui 

ricerca, insegnamento e/o controllo di qualità interno.

L’ inattivazione dei batteri,  ovvero la soppressione 
della loro capacità funzionale in termini di crescita 

(riproduzione), sintesi di metaboliti e reazioni 

enzimatiche evidenti, può essere effettuata con diverse 

metodiche.

Metodica

Nel nostro laboratorio viene utilizzato il sistema CRYOBANK®, ossia un sistema che 

prevede l’utilizzo di sferette di vetro per la conservazione prolungata a basse 
temperature di microrganismi. 

Ciascuna unità CRYOBANK® consente la conservazione di circa 25 colture 

identiche, permettendo la collezione di un grande numero di ceppi in uno spazio 

esiguo.

Ogni provetta di plastica contiene 1mL di soluzione crioconservante ipertonica che 

riveste le sferette di vetro a cui i microrganismi possono aderire.

Quando l'acqua nelle cellule viene convertita in ghiaccio, i soluti si accumulano 

nell'acqua libera residua; questo aumento localizzato della concentrazione di sale può 

denaturare le biomolecole e la formazione di cristalli di ghiaccio può danneggiare le 

membrane cellulari. 

Il fluido crioprotettivo protegge i microrganismi dalle basse temperature, in quanto 

viene adsorbito sulla superficie dei microrganismi e forma uno strato viscoso che 

protegge le membrane, mentre la natura porosa delle perle consente ai microrganismi 

di aderire prontamente alla superficie. 

Questo metodo si è dimostrato una procedura sicura, affidabile e semplice 

per la conservazione di un'ampia gamma di microrganismi in laboratorio.
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Conservazione di un microrganismo

Il Tecnico di Laboratorio provvede ad identificare con pennarello indelebile il 

microrganismo in oggetto precedentemente associato ad un numero sequenziale.

Utilizzando una coltura pura e fresca inocula asetticamente una provetta 

CRYOBANK® fino ad ottenere una densità equivalente agli standard McFarland 3/4.

Si richiude la provetta con il tappo e si miscela con cura per inversione, per distribuire 

uniformemente la sospensione.

Mediante pipetta sterile viene poi rimossa la maggior quantità possibile di liquido 

crioconservante.

La provetta viene quindi riposta nel rack corrispondente (anch'esso precedentemente 

identificato con numero sequenziale) e stoccata nel congelatore a -70°C.

Progettato per l'uso a -70°C, questo sistema può essere utilizzato anche a -20°C per la 

conservazione di alcuni batteri, ma le tempistiche massime di stocca più esigenti 

come Neisseria gonorrhoea, Campylobacter coli ecc. 

L'uso efficiente dello spazio è particolarmente adatto a metodi di lavoro come il 

"Seed Lot System" che garantisce la stabilità genetica di una coltura riducendo al 

minimo il numero di passaggi dall'isolamento originale.

La possibilità di guasto del congelatore è una preoccupazione e dovrebbe essere presa 

in considerazione la fornitura di backup, un secondo congelatore.
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Recupero di un microrganismo

Il Tecnico di laboratorio provvede a identificare il 

ceppo di interesse e a rimuovere la provetta 

CRYOBANK® corrispondente dal congelatore.

Dopo aver svitato il tappo della provetta si preleva 

una sferetta inserendo un ago sterile attraverso il foto 

della sfera stessa o utilizzando anse monouso sterili.

La sferetta può quindi essere lasciata cadere in un 

idoneo terreno liquido o strisciata direttamente sulla 

superficie di un idoneo terreno solido, per poi 

procedere a intubare nella condizioni ideali per il 

germe in esame.

Dopo l'uso, il TSLB provvede ad eliminare la sferetta 

in condizioni di sicurezza secondo le modalità 

consigliate per i materiali contaminati.

Al termine dell'operazione la provetta viene riposta 

quanto prima in congelatore, in quanto le altre sferette 

potranno essere utilizzate per ulteriori colture future.

Controlli di qualità

Per poter validare una seduta di identificazione, il TSLB deve quotidianamente 

testare il ceppo ATCC Escherichia coli e confermarne l'identificazione con score 

superiore a 2.0. Tale procedura permette di validare l'intera seduta di 

identificazione batterica. Inoltre settimanalmente il TSLB è tenuto a calibrare lo 

strumento mediante apposita metodica di calibrazione automatica.

Modalità di selezione

È fondamentale verificare la purezza e l’identità del ceppo 
prima di porre le colture in ceppoteca.

A tal proposito ciascun isolato viene preventivamente 

identificato mediante strumentazione Maldi-TOF.Sartor A - NewMicro 2024



Identificazione: Maldi-TOF

Il MALDI-TOF (Fig.1), acronimo di “Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization – Time of Flight”, sfrutta la tecnica 
della spettrometria di massa; è infatti formato da una 

componente detta “sorgente” (MALDI), che genera gli analiti 
(molecole analizzate), e da una componente detta 

“analizzatore” (TOF), che elabora e confronta i dati prodotti 
dagli analiti. Per ottenere l’output di spettrometria di massa, 
sarà necessario un confronto tra i dati ottenuti 

sperimentalmente e i dati archiviati in banche dati specifiche 

(le cosìdette "librerie"), così da poter restituire dati di analisi 

con un grado variabile di affidabilità. La tecnica consiste 

nell'assorbire la colonia d’interesse (ottenuta tramite esame 
colturale classico, quindi isolata in piastra dopo opportuna 

semina) su di una matrice, la quale all’interno dello 
strumento, in presenza di condizioni di vuoto, viene irradiata 

con un fascio laser. Il risultato è la disgregazione del 

campione in numerosissimi frammenti, i quali vengono 

accelerati da un campo elettromagnetico adiacente e migrano 

fino a raggiungere una membrana analizzatrice. Il risultato in
DOI:

10.1016/j.eimc.2020.02.027

Marina Oviaño, 

Belén Rodríguez-

Sánchez

MALDI-TOF mass 

spectrometry in the 

21st century clinical 

microbiology 
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output di un biotipizzatore MALDI-TOF, è uno 

spettro relativo all’intensità rilevata 
(proporzionale al tempo di volo degli analiti) 

per unità del rapporto m/z , ovvero del rapporto 

tra la massa e la carica delle proteine (sotto 

forma di ioni) analizzate. La diversa 

composizione proteica dei differenti 

microrganismi permette la produzione di 

“cluster spettrali” associati e immagazzinati in 
un database. Lo spettro prodotto perciò verrà 

direttamente associato ad un microrganismo con 

un livello di affidabilità variabile. L’accuratezza 
percentuale con cui si raggiunge il risultato 

finale arriva fino al 99,9%.

Affinchè un identificazione sia valutata valida, 

deve raggiungere uno "score" uguale o 

superiore a 2.0. 

Identificazione: Maldi-TOF

Marina Oviaño, Belén Rodríguez-Sánchez
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Tempistiche di conservazione

Il periodo di tempo specifico durante il quale una coltura rimarrà vitale in una data condizione di conservazione dipende in 

primis dal ceppo batterico stesso. La morte cellulare durante la conservazione è inevitabile, ma dovrebbe essere ridotta al 

minimo.

Le colture batteriche utilizzate regolarmente (cioè giornalmente/settimanalmente) possono essere conservate su piastre di 

agar o in colture stabili in frigoriero a 4°C. 

Nel caso in cui si vogliano conservare i ceppi batterici nella ceppoteca aziendale, si utilizza preferenzialmente lo stoccaggio 

a -76°C in quanto il tempo ottimale di conservazione a questa temperatura si è dimostrato stimato in 5 anni. 

I batteri esigenti devono necessariamente essere stoccati a temperatura -70°C, mentre gli altri batteri si è dimostrato 

resistano fino a 3 anni anche se stoccati a temperatura superiore (-20°C). 

A tal proposito di consulti la tabella 1 dove sono riportate le tempistiche di vitalità                                      

generalizzate dei ceppi batterici nelle diverse temperature di conservazione.

I ceppi conservati nella nostra ceppoteca vengono stoccati nei congelatori a -76°C 

per permetterne una più lunga conservazione (a tal proposito si allega la Tabella 2, 

che dimostra i risultati sulla vitalità di diversi microrganismi stoccati mediante 

sistema CRYOBANK® nelle due diverse temperature di conservazione).

Dopo il periodo di conservazione raccomandato di cinque anni è cura del Tecnico 

di Laboratorio valutare la vitalità dei ceppi batterici stoccati, e, nel caso si voglia 

mantenere vitale per ulteriori anni il ceppo di interesse, provvedere ad una 

subcoltura e all'inoculo di una nuova provetta CRYOBANK®. 
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