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1. PREMESSA 

Il presente documento aggiorna e sostituisce il Percorso diagnostico “INFEZIONI DELLE PROTESI 
ARTICOLARI E DEI MEZZI DI OSTEOSINTESI” del 3 maggio 2017, integrandolo con le recenti evidenze 
scientifiche pubblicate e le odierne evoluzioni in tema di tecniche di biologia molecolare. 

Nello specifico, il documento propone i seguenti punti di integrazione e aggiornamento: 

• criticità nel percorso diagnostico microbiologico; 
• influenza di profilassi perioperatoria e terapia antibiotica nella diagnostica microbiologica 

dei casi di infezione protesica; 
• metodiche di arricchimento per il liquido di sonicazione e l’eluito di ditiotreitolo dalla protesi 

al fine di aumentare la sensibilità colturale e ridurre i tempi di positivizzazione delle colture; 
• metodiche per il trattamento dei campioni di tessuto periprotesico; 
• affrontare il problema delle contaminazioni dei campioni biologici; 
• descrivere gli studi a confronto tra l’uso della sonicazione e il ditiotreitolo; 
• spettrometria di massa MALDI-TOF per l’identificazione dei microrganismi responsabili di 

infezioni delle protesi e dei mezzi di osteosintesi; 
• procedure diagnostiche microbiologiche aggiuntive per campioni a coltura negativa in 

pazienti con diagnosi clinica di infezione protesica; 
• ruolo della biologia molecolare nella diagnostica delle infezioni protesiche e le evoluzioni 

future della Next Generation Sequencing (NGS);  
• test di laboratorio aggiuntivi a supporto della diagnostica microbiologica. 
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2. INTRODUZIONE 

L’infezione di protesi articolare rappresenta una grave complicanza in chirurgia protesica 
ortopedica e richiede una accurata diagnosi microbiologica per assicurare la corretta gestione 
clinica dell’evento infettivo. 

Il tasso di infezione per le protesi di ginocchio è dello 0.8-1.9%, mentre per le protesi totali d’anca è 
dello 0.3-1.7% [Del Pozo 2009]. Va inoltre considerato che con l'invecchiamento della popolazione e il 
miglioramento delle procedure chirurgiche, il numero degli interventi di protesi articolare è 
destinato ad aumentare e con esso il numero di infezioni protesiche. 

Diversa è l’incidenza delle infezioni associate ai dispositivi per osteosintesi (chiodi endomidollari, 
placche, viti, fili, perni di fissazione transcutanei) che varia da 1-2% per fratture chiuse a oltre il 30% per quelle 
esposte [Del Pozo 2009]. Il percorso diagnostico per le infezioni delle protesi articolari e dei mezzi di 
osteosintesi presenta comunque metodiche comuni e criteri simili che permettono di armonizzare 
buona parte delle procedure di prelievo dei campioni e di coltura dei materiali.  

Recentemente [Wildelman, 2019] è stato descritto che la mortalità a 10 anni per tutte le cause è più alta 
per i pazienti con infezioni protesiche (45%), rispetto ai pazienti senza infezioni (29%). Questo può 
essere dovuto alla naturale evoluzione degli impianti, ma anche alla difficoltà di gestire queste 
infezioni anche dal punto di vista microbiologico. La definizione di infezione protesica non ha ancora 
trovato un totale consenso, essendo tante quelle proposte e talvolta differenti l’una da dall’altra. Un 
ruolo fondamentale nella diagnosi è svolto dalle valutazioni di tipo clinico, nel setting pre- ed 
intraoperatorio. Le indagini di laboratorio concorrono all’identificazione dei casi infetti, permettendo 
l’isolamento e l’identificazione dei microrganismi responsabili di infezione e la definizione del 
pattern di sensibilità antibiotica.  

Gli impianti e i mezzi di sintesi generalmente impiegati chirurgicamente possono agire come 
superfici abiotiche nel corpo umano, facilitando così la colonizzazione e l'insediamento di molte 
specie microbiche. I microbi vengono spesso eliminati dai meccanismi immunitari innati dell'ospite, 
ma a volte possono essere causa di infezioni gravi, anche potenzialmente letali, generalmente 
chiamate infezioni associate all'impianto (IAI). La ragione principale di queste infezioni è correlata al 
fatto che i batteri che aderiscono alle superfici dell'impianto sono meno suscettibili 
all'uccisione/eliminazione da parte del sistema immunitario [Zimmerli 2011]. Inoltre, questi batteri 
possono sopravvivere sulle superfici implantari e sviluppare biofilm che riducono l'effetto degli 
agenti antimicrobici determinando una colonizzazione persistente che conferisce loro uno "status di 
inclusione nel biofilm", quindi difficile da rimuovere e identificare. Al fine di rilevare i veri agenti 
patogeni, la rottura e la demolizione dei biofilm dovrebbero infatti precedere i metodi microbiologici 
standard [Drago 2017].  

Le cosiddette infezioni da “impianto correlate al biofilm” sono alla continua ricerca di linee guida 
definitive e di approcci diagnostici risolutivi, occorre quindi porre la massima attenzione 
nell'affrontare questi argomenti, sicuramente controversi e da migliorare ulteriormente. Questo 
percorso ha l’obiettivo di descrivere i principali strumenti microbiologici per migliorare la diagnosi 
ed evitare risultati inaffidabili. 

Al fine di fornire un valido supporto al clinico ortopedico e all’infettivologo, il microbiologo deve 
disporre di campioni multipli da sottoporre ad indagine microbiologica, prelevati da zone definite e 
con tecniche idonee atte a prevenire la contaminazione crociata, nonché, quando possibile, in 
assenza di terapia antibiotica per un adeguato periodo di tempo. Le tecniche colturali devono 
prevedere trattamenti del campione e l’utilizzo di procedure e strumentazione adeguati in funzione 
della tipologia del materiale da esaminare. Le informazioni ottenute e i relativi referti vanno 
interpretati alla luce dei risultati delle indagini preoperatorie e intraoperatorie con criteri specifici al 
fine di poter ottimizzare la sensibilità e allo stesso tempo identificare eventuali microrganismi 
contaminanti.  
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L’incubazione delle colture, in atmosfera diversificata, dovrebbe essere protratta fino a 5-10 giorni 
per i terreni solidi e fino a 14 giorni per i terreni liquidi. 

I microrganismi isolati vanno correttamente identificati per stabilirne la significatività come agenti 
eziologici di infezione e, di conseguenza, l’interpretazione delle colture e la refertazione da parte del 
microbiologo sono un momento critico e cruciale. 

Il saggio di sensibilità agli antibiotici deve comprendere farmaci che permettano al clinico di 
impostare una terapia antibiotica ottimale che va protratta per tempi idonei e alle giuste 
concentrazioni. 

Va sottolineato tuttavia che solo attraverso un approccio multidisciplinare (ortopedico, 
infettivologico e microbiologico) la probabilità di eradicazione dell’infezione aumenta 
significativamente. 
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3. DEFINIZIONE DI INFEZIONE DELLA PROTESI ARTICOLARE 

Sebbene ancora dibattuta [Osmon 2013; Parvizi 2011; Corvec 2012b], quella più citata in letteratura è la 
definizione di infezione protesica secondo il “II International Consensus Meeting on Periprosthetic 
Joint Infection” [Parvizi and Gherke 2018, Zmistowski 2014] , che prevede il riscontro di almeno uno dei 
seguenti criteri: 

a due colture da materiali periprotesici positive per microrganismi fenotipicamente identici;  
b la presenza di un tragitto fistoloso in comunicazione con la protesi; 
c riscontro di almeno tre dei seguenti cinque criteri minori: 

− valori ematici elevati di VES e PCR [Schinsky 2008; Parvizi 2006; Berbari 2010]. 

− elevato numero di leucociti nel liquido articolare [Trampuz 2004; Parvizi 2011; Dinneen 2013] o 
riscontro di un risultato “++” al test dell’esterasi leucocitaria su striscia reattiva effettuato 
su liquido articolare [Parvizi 2011b; Aggarwal 2013b]. 

− elevata percentuale di neutrofili nel liquido articolare [Trampuz 2004; Parvizi 2011; Dinneen 2013]. 

− infiammazione acuta dei tessuti periprotesici all’esame istologico [Tsaras 2012].  

− Isolamento di microrganismi dalla coltura di un singolo campione. 

 

NOTA: La presenza di materiale purulento nello spazio periprotesico è stata spesso considerata patognomonica di 
infezione periprotesica. Tuttavia la purulenza è riscontrabile anche in casi di reazione avversa dei tessuti ai frammenti da 
usura o ai prodotti di corrosione degli impianti con accoppiamento metallo-metallo di protesi d’anca. Per tale motivo 
questo criterio è stato rimosso dall’elenco dei criteri minori [Mikhael 2009]. 

NOTA: [Parvizi and Gherke 2018] 

Infezioni acute: 

• PCR > 100mg/L  

• Conteggio leucociti totali nel liquido articolare >10000/µL e polimorfonucleati neutrofili >90% 

• Infezioni croniche: 

• VES > 30mm/h  

• PCR > 10mg/L  

• Conteggio leucociti totali nel liquido articolare >3000/µL e polimorfonucleati >80%. 

• Va considerato che questi marker sono influenzati da sesso, età e comorbidità del paziente e possono rimanere 
elevati fino a 6 settimane dopo il più recente intervento chirurgico. 

NOTA: Nell’analisi istologica dei tessuti periprotesici, un valore ≥ 5-10 polimorfonucleati neutrofili per 5 o più campi ad alto 
ingrandimento è criterio minore per la diagnosi di infezione periprotesica (esclusi i 3 mesi postoperatori e la presenza di 
patologie articolari infiammatorie) [Tsaras 2012]. 

 

Nella tabella 1 vengono descritti i principali criteri diagnostici di infezione ortopedica ad oggi 
considerati dalle varie Società scientifiche. 

Le tabelle 2 e 3 riportano invece i criteri secondo una recente classificazione che tiene conto dei 
diversi gradi (Low-, High-) di infezione e delle caratteristiche cliniche del paziente con infezione 
protesica.  In particolare, la World Association Against Infection in Orthopaedics and Trauma 
(W.A.I.O.T.) [Romanò 2019] ha studiato una possibile soluzione alternativa, basata su tre parametri:  

1. la capacità di ciascun test diagnostico o procedura di escludere e/o di includere una 
infezione;  

2. le caratteristiche cliniche dell’infezione;  
3. la distinzione tra reperti pre/intraoperatori e le eventuali conferme di quelli postoperatori.  

Secondo tale definizione, a un test positivo (con una specificità > 90%) viene assegnato uno score +1, 
mentre a un test negativo (con una sensibilità > 90%) viene assegnato -1. Quando in un determinato 
paziente vengono eseguiti almeno due test, sulla base della somma (score finale) tra test positivi e/o 
negativi si possono identificare cinque diverse condizioni: 
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• assenza di infezione (punteggio < 0) 
• contaminazione (punteggio < 0 con isolamento di un microorganismo contaminante) 
• malfunzionamento dell’impianto correlato al Biofilm (punteggio < 0) 
• infezione protesica di basso grado (punteggio ≥ 0) 
• infezione protesica di alto grado (punteggio ≥ 1) 

In particolare:con un punteggio < 0 (assenza di infezione o contaminazione) i sintomi possono essere 
correlati a usura, detriti, metallosi, lussazione ricorrente, o instabilità articolare, frattura, mal 
posizionamento, dolore neuropatico; con un punteggio < 0 oppure ≥ 0, uno o più sintomi “difficilmente 
spiegabili”, ad esempio dolore, gonfiore, rigidità, possono essere correlati alla presenza di Biofilm 
che fa funzionare male l’impianto o ad una infezione di basso grado; con un punteggio ≥ 1 si hanno due 
o più dei seguenti sintomi, dolore, gonfiore, arrossamento, calore, functio laesa. 
Tale classificazione è stata validata clinicamente e retrospettivamente [Bozhkova 2020] su un totale 
di 210 pazienti, sottoposti a chirurgia di revisione dell'anca (n = 86) o del ginocchio (n = 124) in sei 
centri ortopedici situati in Africa, Asia, Europa e Sud America, con un follow-up minimo di due anni 
dopo l'intervento chirurgico.  
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4. CLASSIFICAZIONE DELLE INFEZIONI DI PROTESI ARTICOLARI  
Classicamente le infezioni protesiche possono essere suddivise in base al tempo di insorgenza dei 
sintomi dopo l’impianto in: 

• Infezioni precoci (early infections) con tempo di insorgenza <4-6 settimane [Zmistowsky 2014] 
o, secondo alcuni autori, fino a 3 mesi dal posizionamento della protesi [Corvec 2012b; Osmon 2013]. 

Vengono normalmente acquisite durante l’intervento per shedding microbico sul campo operatorio. 
Più raramente possono essere espressione di diffusione ematogena da focolai infettivi distali non 
bonificati prima dell’intervento. Sono più spesso causate da microrganismi ad alta patogenicità (S. 
aureus, bacilli gram negativi). Se diagnosticate precocemente (< 3 settimane) si presuppone che la 
colonizzazione batterica possa essere ancora limitata, sebbene sia noto che il biofilm batterico si 
formi già dopo poche ore o giorni dall’impianto protesico; in tali casi è ritenuto possibile perseguire 
un approccio combinato medico-chirurgico di tipo conservativo, con debridement, eventuale 
rimozione delle componenti modulari protesiche e ritenzione della protesi, associato a terapia 
antibiotica long-term di massima performance. Tuttavia il semplice criterio temporale non consente 
di formulare una prognosi adeguata, poiché il risultato del trattamento conservativo dipende anche 
dalla localizzazione batterica (se in un’area raggiungibile dalla pulizia chirurgica o no). 
• Infezioni ritardate (delayed infections) con tempo di insorgenza tra 3 e 24 mesi dal 
posizionamento dell’artroprotesi. [Corvec 2012b; Osmon 2013]. Sono considerate ad acquisizione esogena 
per shedding microbico sul campo operatorio o per via ematogena (soprattutto in pazienti con fattori 
di rischio). Sono causate più spesso da microrganismi a bassa-media patogenicità (stafilococchi 
coagulasi negativi, Enterococcus spp, Corynebacterium spp, Propionibacterium acnes) ovvero da 
microrganismi ad elevata patogenicità con bassa carica infettante. 

Poiché si presuppone che in tali infezioni il biofilm sia ormai ben strutturato, la strada terapeutica più 
condivisa è rappresentata da un approccio combinato medico-chirurgico non conservativo con 
rimozione dell’artroprotesi, posizionamento di cemento spaziatore, tempo intermedio occupato da 
terapia antibiotica di massima performance e riposizionamento dell’artroprotesi una volta accertata 
l’eradicazione dell’infezione. 

Riguardo la durata della terapia, le linee guida IDSA indicano un tempo medio di 4-6 settimane. 
Tuttavia la durata della terapia antibiotica non dovrebbe essere rigidamente predefinita, ma guidata 
dall’andamento della PCR, con sospensione correlata alla negativizzazione stabile di tale 
parametro.   
Si sottolinea che l’intervento chirurgico di riposizionamento dell’artroprotesi viene effettuato 
solamente a fronte di una ragionevole certezza di eradicazione dell’infezione 

• Infezioni tardive (late infections) (> 24 mesi) [Corvec 2012b; Osmon 2013]. Sono considerate a 
patogenesi ematogena, da siti di infezione remoti o traslocazione batterica da siti con elevata 
presenza di microrganismi (intestino, cavo orale, ecc) Applicando un concetto di early diagnosis in 
relazione alla durata dei sintomi, per questo tipo di infezioni è stato preso in considerazione un 
approccio conservativo (una diagnosi precoce entro 3 settimane dall'insorgenza del quadro clinico, 
farebbe presupporre un biofilm ancora non del tutto strutturato e quindi consentirebbe ancora un 
approccio di tipo conservativo analogo a quello perseguibile per le forme early ), tuttavia in 
particolare in presenza di infezione da S.aureus sono stati osservati tassi di fallimento elevati, 
pertanto sono necessari ulteriori studi per stabilire la strategia chirurgia ottimale per questo tipo di 
infezioni [Davis JS 2022; Wouthuyzen-Bakker 2020]. 
 

5. CLASSIFICAZIONE DELLE INFEZIONI DEI MEZZI DI 

OSTEOSINTESI  
Le infezioni dei mezzi di osteosintesi possono essere classificate in base al tempo di insorgenza dei 
sintomi dopo l’intervento chirurgico in: [Trampuz 2006 ] 
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• Infezioni precoci (early infections) con tempo di insorgenza < 2 settimane. Vengono acquisite 
prevalentemente durante il trauma o l’intervento chirurgico. Sono causate da microrganismi ad 
alta virulenza (S. aureus, bacilli Gram-negativi). 

• Infezioni ritardate (delayed infections) con tempo di insorgenza tra 2 e 10 settimane. Vengono 
acquisite durante il trauma o l’intervento chirurgico e sono causate prevalentemente da 
microrganismi a bassa virulenza (stafilococchi coagulasi negativi). 

• Infezioni tardive (late infections) (> 10 settimane) vengono acquisite durante il trauma o 
l’intervento chirurgico e sono causate di solito da microrganismi a bassa virulenza (es. 
stafilococchi coagulasi negativi). Possono essere causate occasionalmente da disseminazione 
ematogena da siti di infezione remoti. 
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6. MICRORGANISMI ASSOCIATI A INFEZIONE DI PROTESI 
ARTICOLARI E MEZZI DI OSTEOSINTESI 

I microrganismi comunemente associati a infezione di protesi articolari e mezzi di osteosintesi sono 
riportati in Tabella 4. 

Gli stafilococchi sono i microrganismi isolati più frequentemente sia nelle infezioni precoci, sia nelle 
ritardate che nelle tardive.  

Per i casi di infezioni delle protesi articolari prevalgono gli stafilococchi coagulasi negativi (30-43%), 
tra cui S.epidermidis, ma anche S. lugdunensis, S. capitis, S.t hominis, S. caprae, seguiti da S. aureus 
(12-23%) [Drago 2016; Becker 2014; Moran 2010; Trampuz 2005]. Streptococchi ed enterococchi  vengono isolati 
circa nel 10% dei casi; i batteri Gram-negativi in circa 10-17%, mentre in altre casistiche nell’8% dei 
casi [Moran 2010]. Tra i batteri anaerobi, Cutibacterium acnes è il microrganismo con maggior 
frequenza di isolamento. Esso, inoltre, è il principale microrganismo isolato nelle infezioni correlate 
alle infezioni della spalla. Il 10-20% delle infezioni possono essere sostenute da più di un 
microrganismo [Trampuz 2005].  

Nelle infezioni di origine ematogena S. aureus ha un ruolo dominante, seguito da Streptococcaceae e 
batteri gram negativi [Stefansdottir 2009]; gli Stafilococchi coagulasi negativi vengono comunque isolati 
in un terzo di esse.  

Ovviamente possono essere tante le vie di partenza dei vari microrganismi, che poi per via 
ematogena possono provocare una infezione osteoarticolare e protesica [Izakovica 2019]:  

• Streptococcus pneumoniae, dal tratto respiratorio;  
• Salmonella, Bacteroides, Streptococcus da infezioni o disbiosi gastrointestinali; 
• Escherichia spp, Klebsiella spp., Enterobacter spp. dalle vie urinarie; 
• Streptococchi del gruppo viridans, da procedure odontoiatriche.  

Per i casi di infezione dei mezzi di osteosintesi si ha una prevalenza di S. aureus ed una alta 
frequenza di infezioni polimicrobiche [Trampuz 2006].  

Numerosi altri microrganismi possono essere introdotti per inoculo diretto o per via ematogena, 
compresi micobatteri e funghi. Le infezioni micotiche (stimate nell'ordine del 1-3%) rappresentano 
spesso delle complicanze e possono essere associate a pazienti con comorbidità. La stragrande 
maggioranza delle infezioni è dovuta dalla Candida spp. e in particolare da C.albicans.  
In conclusione, qualsiasi microrganismo isolato dalla coltura di un campione associato a una protesi 
articolare o ad altro dispositivo ortopedico può quindi essere un potenziale agente eziologico di 
infezione [PHE 2016].  

La diagnosi di infezione è spesso complicata dall'impossibilità di isolare il patogeno responsabile 
dell'infezione con le tradizionali tecniche di campionamento. Ciò è principalmente dovuto al fatto che 
i batteri responsabili dell’infezione si organizzano in strutture complesse, conosciute con il termine 
di biofilm. 

I microrganismi organizzati in biofilm sulle superfici delle componenti protesiche e dei mezzi di 
osteosintesi presentano caratteristiche particolari con implicazioni rilevanti nella diagnosi e nella 
terapia: 

• Diversità fenotipica: si può esprimere in sottopopolazioni con colonie piccole a lenta crescita, di 
difficile identificazione da parte del laboratorio. Sul versante clinico la crescita lenta aumenta il 
rischio di fallimento terapeutico e giustifica la somministrazione prolungata di antibiotici. 

• Produzione di matrice polisaccaridica extracellulare: crea un microambiente dove la 
comunicazione tra cellule è facilitata, la persistenza dei microrganismi favorita, la fagocitosi 
inibita. 
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• Aderenza dei microrganismi alle superfici protesiche: riduce anche la possibilità di isolamento 
dei microrganismi dal liquido articolare. Per tale ragione, ai fini diagnostici sono necessari 
campioni multipli protesici e tissutali. 

E’ molto difficile esercitare una efficace azione biocida nei confronti dei microrganismi organizzati 
all’interno del biofilm ed è pertanto arduo eradicare l’infezione senza rimuovere la protesi o il mezzo 
di osteosintesi. Se la componente colonizzata è mantenuta in sede, si utilizzeranno antibiotici 
efficaci nei confronti dei microrganismi presenti all’interno di questa struttura, capaci di penetrarla, 
anche se la sensibilità rilevata con i metodi standard non è spesso predittiva dell’attività 
antimicrobica richiesta. Le metodiche per la valutazione dell’attività in vitro degli antimicrobici nei 
confronti dei microrganismi organizzati in biofilm non sono attualmente disponibili presso i 
laboratori di routine [PHE 2016], tuttavia molto si sta cercando di fare a livello societario (ad esempio 
ESCMID), e almeno in casi specifici di valutare e stabilire le MCI e le MCB anche in presenza di biofilm. 
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7. CRITICITÀ NEL PROCESSO DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO  
Considerata la complessità delle tipologie di infezione che riguardano la protesica, i mezzi di sintesi 
e l’apparato osteoarticolare, sono diversi gli aspetti critici associati alla loro diagnosi di laboratorio. 
La fase pre-analitica in particolare e i percorsi che seguono i campioni biologici, incluse le 
informazioni clinico-anamnestiche del paziente, se non affrontati e considerati attentamente, 
possono condurre a una errata diagnosi e al conseguente inappropriato approccio terapeutico al 
paziente, nonché portare a dei costi aggiuntivi enormi per il sistema sanitario.  

Le principali criticità, che verranno affrontate anche nei paragrafi successivi del presente 
documento, sono da riscontrarsi a livello di:  

 Numero di campioni prelevati: solitamente si ritiene che siano necessari in genere almeno 3-6 
campioni di tessuto periprotesico per giungere all’isolamento del patogeno responsabile 
dell’infezione con ragionevole certezza [Osmon 2013, Drago 2018]. Un recente studio indica come ottimale 
un numero di 4 campioni di tessuto periprotesico che possono essere ridotti a 3 nel caso in cui si 
impieghino metodiche colturali che prevedono l’omogeneizzazione del tessuto e l’inoculo 
dell’omogenato in flaconi per emocoltura [Peel 2016a]. I campioni raccolti possono essere portati a 6 o 
più in caso di infezione di basso grado o infezioni correlate al Biofilm [Drago 2018, Romanò 2019], proprio 
per aumentare la possibilità di ritrovare il microrganismo responsabile. In genere, l’isolamento dello 
stesso microorganismo da almeno due campioni è considerato uno dei criteri maggiori per la 
definizione di infezione. Deve però essere sottolineato che, se da una parte disporre di un congruo 
numero di campioni può aumentare la sensibilità dell’analisi, dall’altra ogni prelievo, se non 
effettuato in maniera corretta, è di per sé associato al rischio di contaminazione, e quindi di 
isolamento di microrganismi non direttamente coinvolti nell’infezione. L’isolamento di anche un solo 
microrganismo da un singolo campione, se associato ad altri criteri, è considerato tuttavia 
patognomonico di infezione [EBJIS 2018, WAIOT 2018]. La distinzione tra patogeno e contaminate è una 
delle fasi più delicate della procedura diagnostica di questo tipo di infezioni. Di conseguenza un 
numero eccessivo di campioni, se non prelevati in maniera idonea, potrebbe essere associato a un 
elevato rischio di isolamento di contaminanti.  
 Modalità di prelievo: altrettanto importanti sono le modalità con cui viene effettuato il prelievo 
sia dell'impianto protesico o dei mezzi di osteosintesi sia dei tessuti perimplantari. È stato 
dimostrato come la contaminazione di campioni di tessuto possa causare dal 3 al 52% di risultati falsi 
positivi. Le maggiori fonti di contaminazione sono rappresentate dall'ambiente della sala operatoria, 
nonostante la presenza di un appropriato controllo della ventilazione, e dal contatto dei campioni 
con altre superfici prima del processamento. Un recente studio ha evidenziato come l'inserimento 
del materiale biologico in contenitori sterili idonei ed ermeticamente chiusi direttamente al letto 
operatorio riduca in maniera significativa la frequenza di isolamento di microrganismi contaminanti 
rispetto all'utilizzo di passaggi intermedi quali il posizionamento dei campioni su un vassoio fuori dal 
campo chirurgico o il trasferimento dal primo operatore ad altro personale prima dell'inserimento in 
contenitori sterili [Chen 2016]. Un altro studio [Uzun 2020] ha evidenziato che il rischio di 
contaminazione aumenta esponenzialmente con il tempo, ed è prevenibile se almeno gli strumenti 
chirurgici sono coperti o si usano tutte le precauzioni per eliminare i passaggi di campioni in diversi 
contenitori e le processazioni/manipolazioni di tipo manuale. I più comuni batteri responsabili di 
contaminazione sono gli Stafilococchi coagulasi negativi (60.4%), lo Staphylococcus aureus (22.9%), 
e lo Streptococcus agalactiae (16.7%).  
 Tipologia di materiale: studi di comparazione tra colture allestite con tessuti perimplantari e 
tamponi (classici o floccati) hanno dimostrato come l'analisi dei tessuti permette l'isolamento del 
patogeno con una frequenza più elevata rispetto all'analisi eseguita sui tamponi [Aggarwal 2013, 
Calori 2016]. Per quanto riguarda l'aspirato articolare, uno dei principali problemi riguarda la 
quantità di materiale biologico prelevata: infatti è frequente, soprattutto quando l'infezione è 
localizzata a livello dell'anca, che l'aspirazione articolare anche se ecoguidata non permetta di 
ottenere una quantità apprezzabile di materiale. In questi casi è usuale eseguire un lavaggio con 
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soluzione fisiologica. Tuttavia è stato dimostrato che il liquido di lavaggio ottenuto non è idoneo per 
eseguire la conta dei leucociti, in particolare in presenza di spaziatori e cementi antibiotati [Newman 
2016]. 
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8. DIAGNOSI MICROBIOLOGICA 

La coltura e l’isolamento del microrganismo infettante è tuttora il criterio maggiore per la diagnosi di 
infezione della protesi articolare. I materiali disponibili per la coltura sono rappresentati da: tessuti 
periprotesici, liquido articolare, componenti protesiche rimosse durante l’intervento di revisione. 

8.1 INDAGINI MICROBIOLOGICHE PRE-OPERATORIE 
COLTURA DEL LIQUIDO ARTICOLARE 
Il prelievo va effettuato mediante artrocentesi. Vanno allestite le colture per microrganismi aerobi e 
anaerobi. 
NOTA: L’analisi del liquido articolare dovrebbe prevedere il conteggio totale dei leucociti e differenziale dei 
polimorfonucleati neutrofili. 

EMOCOLTURA 

Le emocolture per microrganismi aerobi e anaerobi vanno eseguite se è presente febbre, un esordio 
acuto dei sintomi, oppure un’infezione concomitante che rende probabile la presenza di batteriemia 
[Osmon 2013, Corvec 2012b]. 

COLTURA DEI TESSUTI PERIMPLANTARI PRELEVATI CON BIOPSIA PERCUTANEA 
Con il supporto dell’ecografia o altri sistemi a immagine continua, quale la fluoroscopia, si può 
ottenere una biopsia del tessuto peri-protesico. Se la protesi è mobilizzata, la biopsia potrebbe 
essere prelevata dall’interfaccia cemento-osso o da quella protesi-osso. Rispetto alla raccolta del 
solo materiale liquido, il prelievo di biopsie con tecnica percutanea consente il campionamento 
multiplo e l’esame istologico (minimo di 3 o 4 campioni di tessuto perimplantare) [PHE 2016]. Vanno 
allestite le colture per microrganismi aerobi e anaerobi. 

8.2 INDAGINI MICROBIOLOGICHE INTRA-OPERATORIE 
COLTURA DEL LIQUIDO ARTICOLARE 

Il prelievo va effettuato mediante artrocentesi o comunque a capsula articolare chiusa. Vanno 
allestite le colture per microrganismi aerobi e anaerobi. 
NOTA: L’analisi del liquido articolare dovrebbe prevedere conteggio totale dei leucociti e differenziale dei polimorfonucleati 
neutrofili. 

COLTURA DEI TESSUTI PERIMPLANTARI 
Un minimo di 3 o 4 campioni di tessuto perimplantare (3 nel caso si allestiscano colture di 
omogenato in flaconi per emocoltura) [Peel 2016a] vanno raccolti durante l’intervento di pulizia o 
rimozione della protesi/mezzo di osteosintesi per l’esecuzione delle colture in aerobiosi e 
anaerobiosi. 

COLTURA DELLE COMPONENTI PROTESICHE/DEI MEZZI DI OSTEOSINTESI 
Tutte le componenti protesiche/mezzi di osteosintesi rimossi vanno raccolti per l’analisi colturale di 
microrganismi aerobi e anaerobi dopo trattamento con metodiche adeguate a favorire il distacco dei 
patogeni dal biofilm microbico. 

8.3 INDAGINI MICROBIOLOGICHE POST- OPERATORIE 
COLTURA  DEI  FISSATORI  ESTERNI 
In caso di infezione di un perno di fissazione transcutaneo è raccomandato il prelievo dell’essudato 
con siringa sterile lungo il perno [Corvec 2012b].  
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9. GESTIONE E TIMING DI PROFILASSI E TERAPIA ANTIBIOTICA 

9.1 PROFILASSI PERIOPERATORIA 
Il posticipo della profilassi perioperatoria non è giustificata nei casi in cui il patogeno sia già stato 
identificato con esami preoperatori [Burnett 2010, Tetrault 2014]. Nei casi in cui c’è diagnosi o sospetto 
clinico di infezione e il microrganismo non sia stato ancora identificato, l’impiego e il timing della 
profilassi antibiotica rimane una scelta in carico al clinico [Zmistowsky et al 2014]. Studi recenti hanno 
mostrato che la profilassi antibiotica può essere somministrata al paziente sottoposto a intervento 
di revisione artroprotesica senza compromettere la sensibilità diagnostica delle colture da campioni 
di tessuto periprotesico [Bedencic et al 2016; Tetrault et al 2014].   

9.2 TERAPIA ANTIBIOTICA 
La somministrazione di antibiotici al paziente è associata ad una alterazione dei markers ematici 
(VES, PCR) e sinoviali (conta leucocitaria e % PMN) e a un aumento di falsi negativi all’esame 
colturale [Shai et al 2015].  

Quando possibile, è raccomandato raccogliere i campioni prima della terapia antimicrobica [PHE 2016]. 

Nelle infezioni precoci e tardive diagnosticate precocemente, se il paziente è clinicamente stabile, la 
terapia antibiotica, non va somministrata prima della pulizia chirurgica e del prelievo dei campioni 
intraoperatori per esame colturale. 

Nelle infezioni ritardate e tardive, la terapia antibiotica deve essere sospesa, compatibilmente con il 
quadro clinico del paziente, almeno 2 settimane prima dell’espianto delle componenti 
protesiche/mezzi di osteosintesi [Corvec 2012b, Osmon 2013].  
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10. FASE PRE-ANALITICA 

10.1 MODALITÀ DI RACCOLTA DELL’ASPIRATO ARTICOLARE 
La procedura richiede asepsi e preferibilmente dovrebbe essere effettuata mediante aspirazione 
articolare percutanea (possibilmente eco guidata) o comunque a capsula articolare chiusa (se 
eseguita durante l’intervento di revisione). Anche se non frequentemente impiegata, nel caso di 
mezzi di osteosintesi è anche possibile recuperare l’eventuale fluido accumulato in zona 
perimplantare mediante aspirazione preoperatoria. 

Sono possibili due percorsi alternativi: 

Opzione 1: Inoculare immediatamente dopo il prelievo un’aliquota (≥1ml per flacone) in flaconi da 
emocoltura per microrganismi aerobi e anaerobi [Hughes  2001; Font-Vizcarra 2010; Bemer et al 2016]. 

Trasferire l’aspirato rimanente in contenitori sterili con o senza anticoagulante per le successive 
analisi colturali e con EDTA per la conta totale dei leucociti e differenziale dei polimorfonucleati 
neutrofili. Per la determinazione di eventuali altri markers fare riferimento al paragrafo “Test di 
Laboratorio aggiuntivi alle indagini microbiologiche”. 

Opzione 2: Trasferire l’aspirato in contenitori sterili con o senza anticoagulante per le successive 
analisi colturali e con EDTA per la conta totale dei leucociti e differenziale dei polimorfonucleati 
neutrofili. Per la determinazione di eventuali altri markers fare riferimento al paragrafo “Test di 
Laboratorio aggiuntivi alle indagini microbiologiche”. 

10.2 MODALITÀ DI RACCOLTA DEI TESSUTI PERIMPLANTARI 
Il prelievo di campioni bioptici multipli è indispensabile al fine di aumentare la sensibilità dei metodi 
colturali e distinguere i microrganismi contaminanti dai patogeni. 

Ogni singola biopsia di tessuto perimplantare va prelevata preferibilmente con strumentazione 
separata [Bemer et al 2016; Zmistowski 2014], evitando accuratamente il contatto con la cute e con le telerie 
del campo operatorio, inserendola quindi direttamente in un contenitore sterile, chiuso 
ermeticamente, per prevenire il rischio di contaminazione. 

Prelevare un numero ≥ 3 e  6 di biopsie perimplantari [Osmon 2013]. Nel caso di protesi articolari 
includere preferibilmente campioni prelevati dalla interfaccia protesi-osso, dalla capsula articolare 
e da eventuali aree con segni di infiammazione [Bemer et al 2016]. Nel caso di mezzi di osteosintesi 
prelevare campioni di tessuto perimplantare e di eventuali aree con segni di infiammazione. 
NOTA: si consiglia di prelevare campioni bioptici di tessuto con volume di circa 1 cm3 al fine di agevolare le procedure 
analitiche. 

NOTA: (indagini istopatologiche) [Tsaras 2012] Nei medesimi punti prelevare un numero equivalente di biopsie per la 
valutazione dello stato infiammatorio mediante esame istologico. Inviare le biopsie tal quali se disponibile l’analisi 
istologica estemporanea, altrimenti inserire le biopsie in contenitori preriempiti con formalina tamponata per una analisi 
istologica su sezioni permanenti. 

10.3 MODALITÀ DI RACCOLTA DELLE COMPONENTI PROTESICHE/MEZZI DI 
OSTEOSINTESI 
Le componenti protesiche rimosse (stelo femorale, cotile, scudo femorale, piatto tibiale, inserto in polietilene, 
stelo omerale, glenoide, ecc.), il cemento di fissazione, i mezzi di osteosintesi (viti, placche, chiodi 
endomidollari, fili ecc.), i fili di sutura non riassorbibili, i sostituti ossei, sono materiali adatti per la 
coltura e l’isolamento di batteri organizzati in biofilm. 

Particolare attenzione deve essere posta alla raccolta delle componenti protesiche/biomateriali, al 
fine di evitarne la contaminazione. Componenti che siano accidentalmente venuti in contatto diretto 
con la cute del paziente durante la loro estrazione/rimozione, o che siano prelevati con strumenti o 
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con le mani dell’operatore, che si ritiene possano aver avuto un contatto diretto con la cute, devono 
essere esclusi dalla raccolta.  

Porre quindi le componenti protesiche o i mezzi di osteosintesi, in contenitori non perforabili, sterili, 
a tenuta, di idonee dimensioni e preferibilmente che non richiedano l’ulteriore manipolazione del 
campione. Chiudere il contenitore e inviare al laboratorio. Per aumentare la specificità della coltura, 
porre ciascuna componente in contenitori separati e sterili ermeticamente chiusi [Janz et al 2013]. 
NOTA:  Qualora si preveda di impiegare la sonicazione per la rimozione dei microrganismi organizzati in biofilm dalle 
superfici delle componenti protesiche e dei mezzi di osteosintesi è possibile ricoprire la componente per almeno il 90 % del 
suo volume con soluzione di Ringer o soluzione fisiologica sterile direttamente in sala operatoria in campo sterile, 
immediatamente dopo la rimozione [Janz et al 2013; Holinka et al 2011; Caola et al 2013; Yano et al 2014]. 

NOTA: Qualora si impieghi la sonicazione, è consigliabile prevedere a intervalli regolari, l’allestimento di controlli negativi, 
costituiti da contenitori sterili non perforabili vuoti o riempiti con soluzione di Ringer o soluzione fisiologica sterile da 
inviare al laboratorio per l’esame colturale con le medesime procedure impiegate per le componenti protesiche [Janz et al 
2015]. 

10.4 TRASPORTO E CONSERVAZIONE 
Consegnare i campioni in laboratorio nel minor tempo possibile. Se ciò non fosse possibile, 
conservare i campioni di tessuto e le componenti protesiche (o i mezzi di osteosintesi) a 4°C [PHE 2016] 
e inviare appena possibile compatibilmente con gli orari di apertura del servizio, aggiungendo, per 
campioni di dimensioni ridotte, qualche goccia di soluzione fisiologica sterile. I flaconi inoculati con 
liquido articolare possono essere conservati a temperatura ambiente fino a 48h. 

E’ raccomandato inviare al laboratorio le informazioni di data e ora del prelievo, nome di un referente 
per i prelievi, sede anatomica e informazione cliniche (antibiotico-terapia, pregressi infettivologici), 
specificando eventuali richieste di test microbiologici mirati (es. ricerca micobatteri) [Corvec 2012b].  

10.5 MATERIALI NON IDONEI 

Pus da fistola 

Le colture della secrezione da fistola non sono utili perché i microrganismi isolati spesso 
rappresentano la popolazione microbica colonizzante della cute e non sono predittivi dell’agente 
causale dell’infezione profonda, con eccezione di S. aureus [Trampuz 2005]. 

Materiale perimplantare raccolto con tampone 

Vanno evitati i prelievi di materiale perimplantare mediante tampone poiché la sensibilità colturale è 
bassa e inferiore a quella dei campioni di tessuto perimplantare [Aggarwal, 2013] e dell’eluito dalla 
protesi anche se vengono impiegati tamponi floccati [Calori 2016]. 

Liquido di drenaggio 

L’allestimento di colture dai drenaggi o dai liquidi di drenaggio non è raccomandato per l’elevato 
rischio di contaminazione dei materiali da popolazione microbica cutanea [Corvec 2012b].  
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11. FASE ANALITICA 

I materiali per la diagnosi di infezione della protesi o dei mezzi di osteosintesi vanno manipolati in 
cabina biologica di sicurezza di classe 2. Per contenere il più possibile la possibilità di 
contaminazione del campione durante le fasi di processazione del campione, è necessario ridurre al 
minimo la manipolazione e il numero di aperture di ciascun contenitore [PHE 2016].  

Il tecnico deve indossare sovracamice e guanti monouso (da sostituire durante lavorazioni 
prolungate). L’osservazione delle colture deve essere effettuata nelle medesime condizioni [Corvec 
2012b].  
I metodi colturali prevedono l’impiego di terreni solidi e l’arricchimento in terreno liquido [PHE 2016, 
Huges 2011] con tempo di incubazione non inferiori a 5 giorni per le colture in aerobiosi e fino a 14 giorni 
per le colture in anaerobiosi. L’incubazione prolungata risulta di particolare utilità nelle infezioni 
tardive sostenute da microrganismi a lenta crescita e da batteri anaerobi [Bemer 2016; Butler Wu 2011; 
Drago 2015; Schwotzer 2014]. 
Diversi studi degli ultimi anni riportano i vantaggi dell’utilizzo dei flaconi per emocoltura per liquido 
articolare, omogenato di tessuto periprotesico e fluido di sonicazione o di eluizione con DTT dalla 
protesi. L’inoculo di flaconi per emocoltura permette il monitoraggio in continuo della crescita, la 
possibilità di inoculare maggiori volumi di campione rispetto ai terreni solidi, la presenza di sistemi 
di rimozione degli antimicrobici e di agenti litici che favoriscono il rilascio dei microrganismi 
fagocitati [Huges 2011; Minassian 2014; Jordan 2014; Shen 2015; Velay 2010, Portillo 2015, Peel 2016b; Bemer 2016, PHE 
2016]. Mediante l’utilizzo dei flaconi per emocoltura e dei sistemi di monitoraggio continuo e’ stata 
evidenziata una riduzione dei tempi di positivizzazione delle colture [Portillo 2015, Portillo 2014].  In caso di 
utilizzo dei flaconi per emocoltura non è necessaria la subcoltura delle negative a fine incubazione 
[Minassian et al 2014].  

11.1 COLTURA DEL LIQUIDO ARTICOLARE 
Opzione 1:  

Centrifugare l’aliquota di liquido articolare raccolta in provetta a 3000 g per 10 min. Eliminare il 
surnatante e riportare il sedimento a un volume di 0,5-1 ml con soluzione fisiologica sterile (in 
ragione al numero di terreni da inoculare).  

Inoculare: 

• 0,1 ml in agar sangue e agar cioccolato. Incubare in atmosfera con 5% CO2 per 5 giorni a 36±1°C 
• 0,1 ml in agar Schaedler. Incubare in anaerobiosi per 7-10 giorni a 36±1°C  

Incubare i flaconi per emocoltura, inoculati con il liquido articolare immediatamente dopo il prelievo, 
in strumentazione dedicata per 7 giorni (flacone per aerobi) [Minassian 2014] e 14 giorni (flacone per 
anaerobi) [Peel 2016b; Achermann 2016].  
NOTA:  L’impiego di flaconi per emocoltura per l’inoculo di liquido articolare direttamente al letto del paziente durante i 
prelievi preoperatori o in sala operatoria durante l’intervento di revisione è importante perché nelle forme croniche il 
numero dei microrganismi liberi (planctonici) può essere ridotto e la sensibilità colturale dell’aspirato articolare può quindi 
risultare scarsa. Inoltre favorisce lo sviluppo di microrganismi a vitalità ridotta o a lenta crescita a seguito di pregressi 
trattamenti antibiotici e/o per le caratteristiche metaboliche dei microrganismi sessili. [Corvec 2012b, PHE 2016] 

Opzione 2:  
Centrifugare il campione a 3000 g per 10 min. Eliminare il surnatante e riportare il sedimento a un 
volume di 0,5-1 ml con soluzione fisiologica sterile (in ragione al numero di terreni da inoculare).  

Inoculare: 

• 0,1 ml in agar sangue e agar cioccolato. Incubare in atmosfera con 5% CO2 per 5 giorni a 36±1°C 
• 0,1 ml in agar Schaedler. Incubare in anaerobiosi per 7-10 giorni a 36±1°C 
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• 0,1 ml in brodo per aerobi/anaerobi esigenti; incubare per 14 giorni a 36±1°C Subcoltivare in 
agar sangue, agar cioccolato e agar Schaedler quando il brodo diventa torbido e a fine 
incubazione [Butler Wu 2011, Drago 2015]. 

Se disponibile, allestire un preparato microscopico dal sedimento del liquido articolare. Nelle 
infezioni acute potrebbe essere utile una colorazione di Gram dell’aspirato articolare, sebbene un 
risultato negativo non escluda la possibilità d’infezione [PHE 2016]. In generale la colorazione di Gram 
ha elevata specificità, ma bassa sensibilità (SE 26%, SP 97% [Zimmerli 2004]]. 

NOTA: L’ulteriore inoculo di 0,1 ml del liquido articolare concentrato in terreni selettivi può essere eseguito in accordo con 
le procedure dei singoli laboratori. 

11.2 COLTURA DEI TESSUTI PERIMPLANTARI 
Opzione 1:  

Eluire con soluzione sterile 0,1% (w:v) di ditiotreitolo [De Vecchi 2016] oppure omogeneizzare in 3 ml di 
brodo (es. Brain Heart Infusion broth) [Trampuz 2007] i frammenti bioptici mantenendo l’asepsi . 
Inoculare: 

• 0,5 ml di eluito/omogenato in una piastra o suddiviso in più piastre di agar sangue e agar 
cioccolato. Incubare in atmosfera con 5% CO2 per 5 giorni a 36±1°C 

• 0,5 ml di eluito/omogenato in una piastra o suddiviso in più piastre di agar Schaedler. 
Incubare in atmosfera anaerobia per 7-10 giorni a 36±1°C 

• 0,5 ml di eluito/omogenato in brodo per aerobi/anaerobi esigenti (es.: tioglicollato, Schaedler 
broth); incubare per 14 giorni a 36±1°C. Subcoltivare in agar sangue, agar cioccolato e agar 
Schaedler quando il brodo diventa torbido e a fine incubazione [Butler Wu 2011; Drago 2015; Swotzer 
2014]. 

Opzione 2:  

Omogeneizzare i frammenti bioptici in 5 ml di brodo (es. Brain Heart Infusion broth) utilizzando un 
omogenizzatore dedicato e mantenendo l’asepsi [Peel 2016b]. 
Inoculare: 

• 0,1 ml di omogenato in agar sangue e in agar cioccolato. Incubare in atmosfera con 5% CO2 per 
5 giorni a 36±1°C 

• 0,1 ml di omogenato in agar Schaedler. Incubare in atmosfera anaerobia per 7-10 giorni a 
36±1°C 

• ≥ 1 ml di omogenato in flaconi da emocoltura per aerobi e anaerobi. Incubare in 
strumentazione dedicata per 7 giorni (flacone per aerobi) [Minassian et al 2014] e 14 giorni 
(flacone per anaerobi) [Peel 2016a Peel 2016b; Achermann 2016]. 

Metodi alternativi: 
La letteratura indica l’omogenizzazione come procedura di riferimento per il trattamento dei tessuti, 
pur con differenti metodiche e strumentazioni [Roux 2010; Redanz 2015; Peet 2016; Bemer 2016; Bedencic 2016] 
Tuttavia la pratica comune indica una certa difficoltà nella procedura di omogeneizzazione e si limita 
alla vortexazione del campione in terreno liquido. E’ anche possibile eseguire una frammentazione 
con bisturi sterile sotto cappa a flusso laminare. Ovviamente tali procedure manuali e i vari passaggi 
inerenti possono essere a rischio di contaminazione dei vari campioni, per cui particolare cautela 
deve essere posta dagli operatori quando si scelgono tali procedure. 
NOTA:  E’ utile congelare a -20 o -80°C un’aliquota di omogenato di tessuto per allestire colture supplementari in caso di 
necessità. 
 

11.3 COLTURA DELLE COMPONENTI PROTESICHE/MEZZI DI OSTEOSINTESI 
Opzione 1: Sonicazione [Trampuz 2007; Piper 2009; Yano 2014] 
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Aprire sotto cappa a flusso laminare il contenitore delle componenti protesiche (o mezzi di 
osteosintesi). 

Ricoprire la componente per almeno il 90 % del suo volume con soluzione di Ringer o soluzione 
fisiologica sterile.  

Chiudere il contenitore. 

Preparare il bagno di sonicazione riempiendo la vasca con acqua sterile e procedere alla 
degasazione. 

Vortexare il contenitore con la componente per 30 secondi.  

Sonicare a 30-40 KHz 0,22±0,04 W/cm2 per 5 minuti. 

Vortexare per ulteriori 30 secondi.  
NOTA: Le componenti protesiche/mezzi di osteosintesi vengono sottoposti a sonicazione negli stessi contenitori di 
trasporto al fine di minimizzare le possibili contaminazioni.  

NOTA: al fine di preservare la vitalità microbica, è importante effettuare la sonicazione dei campioni rispettando i parametri 
di utilizzo sopra indicati. 

Le colture possono essere effettuate dal sonicato tal quale [Trampuz 2007] oppure dal sonicato dopo 
concentrazione [Piper 2009; Yano 2014]. 

Inoculo del sonicato tal quale: 

• 0,5ml in una piastra o suddiviso in più piastre di agar sangue o cioccolato. Incubare in atmosfera 
con 5% CO2 per 5 giorni a 36±1°C 

• 0,5ml in una piastra o suddiviso in più piastre di agar Schaedler. Incubare in anaerobiosi per 7-10 
giorni a 36±1°C 

• arricchimento in terreni liquidi: 

− 0,5 ml in brodo per aerobi/anaerobi esigenti; incubare per 14 giorni a 36±1°C. Subcoltivare 
in terreni solidi quando il brodo diventa torbido o a fine incubazione. 

− oppure 
− 10 ml in flaconi da emocoltura per aerobi e anaerobi [Portillo et al 2015]. Incubare in 

strumentazione dedicata per 7 giorni (flacone per aerobi) e 14 giorni (flacone per anaerobi) 
[Peel 2016b; Achermann 2016]. 

 

In alternativa, inoculo del sonicato concentrato (100:1 del sonicato tal quale):  

• 0,1ml del concentrato in Agar sangue e cioccolato. Incubare in atmosfera con 5% CO2 per 5 giorni 
a 36±1°C 

• 0,1ml del concentrato in Agar Schaedler. Incubare in anaerobiosi per 7-10 giorni a 36±1°C 
• arricchimento in terreni liquidi: 

− 0,1 ml del concentrato in brodo per aerobi/anaerobi esigenti; incubare per 14 giorni a 
36±1°C. Subcoltivare in terreni solidi quando il brodo diventa torbido o a fine incubazione. 

− oppure 
− 0.5 ml del concentrato in flaconi da emocoltura per aerobi e anaerobi [Shen 2015]. Incubare in 

strumentazione dedicata per 7 giorni (flacone per aerobi) e 14 giorni (flacone per anaerobi) 
[Peel 2016b; Achermann 2016]. 

NOTA: La procedura di concentrazione 100:1 può essere ottenuta centrifugando aliquote da 50 ml del sonicato a 3000 rpm 
per 10 min in provetta sterile a fondo conico. Eliminare il surnatante e riportare il sedimento a un volume di 0.5 ml con 
soluzione fisiologica sterile.  

NOTA: Il sonicato tal quale o dopo concentrazione può essere inoculato in flaconi per emocoltura per microrganismi aerobi 
e anaerobi [Shen 2015; Portillo 2015]. 

NOTA:  E’ utile congelare a -20 o -80°C un’aliquota di sonicato o di sonicato concentrato per allestire ulteriori indagini in 
caso di necessità. 

Opzione 2: Eluizione con ditiotreitolo [Drago 2013] 
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Allestire una soluzione sterile 0,1% (w:v) di ditiotreitolo (DTT, formula empirica C4H10O2S2, peso 
molecolare: 154.2) in PBS 

Aprire il contenitore della componente protesica (o mezzo di osteosintesi) sotto cappa a flusso 
laminare. 

Aggiungere soluzione sterile di DTT fino a coprire la componente.  

Chiudere il contenitore. 

Porre il contenitore su agitatore orbitale a circa 80 rpm per 15 min. 

− Inoculare l’eluato concentrato (100:1 dell’eluato tal quale): 
− 0,1ml del concentrato in Agar sangue e cioccolato. Incubare in atmosfera con 5% CO2 per 5 

giorni a 36±1°C 
− 0,1ml del concentrato in Agar Schaedler. Incubare in anaerobiosi per 7-10 giorni a 36±1°C 
− 0,1ml del concentrato in brodo per aerobi/anaerobi esigenti; incubare per 14 giorni a 36±1°C. 

Subcoltivare in terreni solidi quando il brodo diventa torbido o a fine incubazione. 
NOTA: La procedura di concentrazione 100:1 può essere ottenuta centrifugando aliquote da 50 mL dell’eluato a 3000 rpm 
per 10 min in provetta sterile a fondo conico. Eliminare il surnatante e riportare il sedimento a un volume di 0.5 ml con 
soluzione fisiologica sterile.  

NOTA: L’eluato tal quale o dopo concentrazione può essere inoculato in flaconi per emocoltura per microrganismi aerobi e 
anaerobi. 

NOTA: E’ utile congelare a -20 o -80°C un’aliquota di eluato con DTT o di eluito concentrato per allestire ulteriori indagini in 
caso di necessità. 

11.4 TEMPI DI INCUBAZIONE 
Il periodo e le condizioni di incubazione delle piastre e dei brodi di arricchimento rivestono un ruolo 
critico per la crescita e la successiva identificazione dei microrganismi. I tempi di incubazione 
devono conciliare le esigenze del microbiologo (disponibilità di metodiche sensibili e di un insieme di 
dati microbiologici affidabili per l’individuazione dell’agente eziologico di infezione) con le necessità 
di ortopedico e infettivologo di disporre di una risposta microbiologica tempestiva. 

È stato dimostrato che l'allungamento del periodo di incubazione dei brodi di arricchimento da 5 a 14 
giorni consente di aumentare la frequenza di isolamento di propionibatteri (Cutibatteri) e 
stafilococchi di circa il 20% [Butler-Wu 2011, Schäfer 2008].  

Si consiglia pertanto di incubare le colture su terreno solido per aerobi per 5 giorni, quelle per 
anaerobi per 10 giorni verificando la crescita di eventuali colonie in prima, seconda e quinta giornata 
(e decima giornata per colture in anaerobiosi). Per evitare contaminazioni accidentali, 
l’osservazione delle piastre per la rilevazione della crescita batterica va effettuata in cappa a flusso 
laminare. 

Proseguire l’incubazione e le letture nei tempi previsti anche in caso di coltura positiva precoce su 
terreno solido al fine di rilevare anche altri batteri a lenta crescita o le crescite polimicrobiche [Corvec 
2012b].  
Le colture in brodo di arricchimento vanno protratte fino a 14 giorni, verificando giornalmente 
l’eventuale l’intorbidimento del terreno di coltura. Nel caso di positività dei brodi e a fine incubazione 
sottocoltivare 10µL di brodo su terreni solidi. 
L’incubazione delle colture dei diversi materiali in fiasca per emocoltura può essere limitato a 7 
giorni per l’aerobiosi e comunque protratto fino a 14 giorni per anaerobiosi [Peel 2016b; Achermann 2016]. 
Non è necessaria la subcoltura finale dei flaconi che non hanno mostrato crescita di microrganismi 
[Minassian et al 2014]. 

11.5 IDENTIFICAZIONE DEI MICRORGANISMI 
Le metodiche routinarie di laboratorio per l’identificazione dei microrganismi si riferiscono a quelle 
standard nella maggior parte dei casi.  
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Porre attenzione: 

• alla crescita di colonie “varianti” di piccole dimensioni cresciute su terreno solido. I 
microrganismi rimossi dal biofilm possono presentare caratteristiche biochimiche anomale per 
inattivazione di processi enzimatici nelle forme sessili. La subcoltura ripetuta in terreni 
arricchiti fa spesso riacquisire i caratteri fenotipici normali e permette la corretta 
identificazione a livello di genere e specie [Sendi 2010, Maduka-Ezeh 2012]; 

• al pattern antibiotico degli stafilococchi coagulasi negativi, che non è un metodo sempre 
affidabile per distinguere ceppi diversi. I metodi molecolari hanno dimostrato che lo stesso 
antibiogramma può essere associato a due diversi ceppi e, al contrario, microrganismi con 
antibiogrammi diversi possono apparire indistinguibili alla genotipizzazione. Inoltre, ceppi 
diversi possono essere presenti contemporaneamente sulla stessa protesi o mezzo di 
osteosintesi [Atkins 1998]. 

L’utilizzo della spettrometria di massa (MALDI-TOF MS) per l’identificazione batterica rappresenta 
una valida tecnica di identificazione microbica rapida [Harris 2010]. Si raccomanda di testare al MALDI-
TOF MS tutti gli isolati con colonie morfologicamente differenti. Nel caso di campioni multipli da cui 
crescono colonie morfologicamente simili, testare al MALDI-TOF MS le colonie derivanti da due 
diversi campioni. Qualora si riscontri identità di specie non è necessario identificare colonie simili 
isolate da altri campioni [Peel 2015]. 

In alcuni casi i metodi disponibili in laboratorio non sono in grado di fornire un’identificazione 
corretta per microorganismi di infrequente isolamento. In caso di dubbio, l’identificazione dei 
differenti isolati con metodiche molecolari è giustificata [Corvec 2012b]. 

L’impiego di procedure particolari, quali elettroforesi pulsata, rep-PCR, deve essere considerato 
solo in casi eccezionali per stabilire il grado di correlazione genetica tra differenti isolati [Corvec 2012b] 
: 

• Differenti fenotipi dallo stesso campione o dalla stessa serie di campioni al fine di escludere o 
confermare una possibile contaminazione dei materiali, 

• Isolati da campioni prelevati in tempi successivi dallo stesso paziente per confermare o 
escludere la presenza di reinfezioni o recidive, 

• Isolati da campioni di differenti pazienti per confermare o escludere epidemie nosocomiali. 

I microrganismi isolati dovrebbero essere sistematicamente archiviati in congelatore sia per 
successive indagini clinico-epidemiologiche sia per possibili implicazioni legali [Corvec 2012b].  

11.6 COLTURE NEGATIVE IN CASI CON EVIDENZA CLINICA DI INFEZIONE 
Sono diverse le ragioni per le quali le colture possono risultare negative: a) precedente esposizione 
ad antibiotico, b) inadeguatezza del campionamento, c) presenza di un basso numero di 
microrganismi, d) incapacità di recuperare i microrganismi organizzati in biofilm, e) terreni di 
coltura inappropriati, f) tempi di incubazione insufficienti, g) microrganismi fastidious, h) tempi di 
trasporto dei materiali alla microbiologia prolungati. 

Alcuni microrganismi, come Abiotrophia defectiva e Granulicatella adiacens (precedentemente 
classificata come variante nutrizionale di streptococchi) sono difficili da evidenziare in coltura. 

Nel caso di colture negative in pazienti con evidenza clinica di infezione protesica è raccomandabile 
allestire colture additive per funghi e micobatteri, indagini in biologia molecolare per un ampio 
ventaglio di microrganismi, analisi sierologiche per Brucella e Coxiella e per eventuali altri 
microrganismi non coltivabili [Parik and Antony 2016]. 

11.7  INFEZIONI CAUSATE DA MICROORGANISMI A BASSO GRADO DI 
PATOGENICITÀ 
Microrganismi a basso grado di patogenicità sono in grado di sostenere infezioni di difficile 
identificazione, in quanto solitamente si presentano con sintomatologia e segni clinici sfumati 
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(assenza di febbre, negatività ai marcatori di infiammazione o di infezione, assenza di fistole). Anche 
i livelli di PCR e VES possono non essere marcatamente alterati, o presentare andamento 
altalenante. E' stato riportato che il 4-13% dei pazienti, in cui era stata inizialmente ipotizzato un 
fallimento asettico della protesi, siano stati successivamente riclassificati come infetti nel momento 
in cui sono stati rianalizzati con metodi molecolari [Moojen 2010]. 

I patogeni coinvolti sono solitamente caratterizzati da una ridotta virulenza (stafilococchi coagulasi 
negativi, cutibatteri, corinebatteri) ed instaurano un particolare rapporto con l'ambiente circostante 
(ospite, impianto ecc.) così da causare un danno non evidenziabile con la valutazione dei normali 
parametri clinici e di laboratorio. É stato ipotizzato che questo rapporto possa variare e portare, in 
situazioni favorevoli, all'insorgenza dei classici sintomi dell'infezione protesica [Romanò 2016]. 
Risultano pertanto di difficile diagnosi. In questi casi anche l’esame colturale del liquido articolare 
non è sempre in grado di fornire informazioni utili alla diagnosi [Bucholz 1981; Cuckler 1991, Romanò 2016] e 
assume particolare importanza il trattamento del campione allo scopo di rimuovere i patogeni dal 
biofilm con metodi di provata efficacia, utilizzare tempi di incubazione delle colture prolungati e 
anche metodi di identificazione molecolari [Romanò 2016]. 

11.8 MICRORGANISMI INUSUALI O FASTIDIOUS ASSOCIATI AD INFEZIONI 
PROTESICHE/MEZZI DI OSTEOSINTESI 
Nelle infezioni ricorrenti a coltura negativa per germi aerobi ed anaerobi e/o quando la storia clinica 
suggerisce uno specifico rischio da esposizione infettiva (animali domestici o selvatici, insetti, 
viaggi, attività all’aperto), è consigliabile allestire colture su terreni specifici per germi inusuali e/o 
adeguati test sierologici.  

Considerare l’allestimento delle colture per micobatteri in caso di sospetto clinico basato su 
provenienza del paziente, presenza di granulomi all’esame istologico, riscontro radiologico al 
torace, pregressa tubercolosi [PHE 2016]. 

Le colture possono essere allestite in contemporanea con quelle di routine, oppure in una fase 
successiva ricorrendo ai materiali conservati a -20 o -80°C (tessuto omogenato, liquido di 
sonicazione o di eluizione in DTT della componente protesica o del mezzo di osteosintesi). 

11.9 PROVA DI SENSIBILITÀ AGLI ANTIMICROBICI 
L’antibiogramma deve comprendere un ampio range di antimicrobici di prima e seconda scelta: 

• che raggiungano alte concentrazioni tissutali; 
• che siano attivi verso microrganismi a lenta crescita e organizzati in biofilm [PHE 2016]. 

Antimicrobici per i quali è raccomandata la valutazione della sensibilità in vitro (se EUCAST 
considera l’antibiotico potenzialmente efficace nei confronti di quella specie): 
Rifampicina, Levofloxacina, Moxifloxacina, Ciprofloxacina, Daptomicina, Teicoplanina, Vancomicina, 
Linezolid, Minociclina, Clindamicina, Acido fusidico, Cotrimossazolo, Amoxicillina/Acido 
clavulanico,Piperacillina-tazobactam, Meropenem, Ertapenem, Oxacillina, Fosfomicina, 
Cefalosporine di 3° generazione, Colistina, Tigeciclina. 
Per le molecole testate deve essere indicato il valore della Minima Concentrazione Inibente. 

11.10 STUDI DI CONFRONTO TRA SONICAZIONE E DITIOTREITOLO (DTT) 

Negli ultimi anni sono stati diversi gli studi di confronto tra i due metodi. Uno dei primi studi [Sambri 
2018], che includeva un cospicuo numero di pazienti, ha evidenziato che entrambe le procedure hanno 
migliorato il rilevamento microbico rispetto alle colture eseguite su campioni di tessuto (soprattutto 
nei casi di infezioni causate da Stafilococchi coagulasi-negativi). I risultati dello studio hanno 
evidenziato inoltre che la sensibilità dei due metodi è paragonabile.  
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Una recente metanalisi [Tsikopoulos 2022], considerando 6 articoli idonei per l'inclusione nella 
revisione sistematica, per un totale di 897 pazienti sottoposti a revisione di anca e ginocchio, ha 
evidenziato che la sonicazione non è superiore in termini di sensibilità e specificità al pretrattamento 
con il DTT.  

Un recente studio di comparazione tra DTT e sonicazione [Karbisheva 2022], eseguito su 187 pazienti (79 
classificati come positivi e 108 come negativi), ha dimostrato che la sonicazione ha una migliore 
sensibilità (73.8%) rispetto al DTT (43.2%). Tuttavia, il 5 (24%) dei campioni dei pazienti negativi e 
trattati con DTT venivano processati dopo diverse ore dalla raccolta dei campioni (19 ore in media, 
range 14−24 ore), lasciando in immersione per tutto il periodo i campioni con il DTT. 

Questo aspetto pone un tema analitico che esige il rispetto dei tempi di processazione. le 
concentrazioni di DTT impiegate, come anche le frequenze impiegate per la sonicazione. 

Un riferimento riguardante l'inibizione batterica in vitro del DTT, se non si rispettano le 
concentrazioni e i tempi di contatto, è riportato in uno studio in vitro sul killing di E.coli [Gill 1998]. Gli 
Autori affermano che concentrazioni superiori a 1,0 g/L e tempi di contatto superiori ai 30 minuti 
potrebbero comportare diminuzioni della carica microbica. 

Questa situazione è molto simile a quanto riferito in letteratura per la sonicazione, dove per evitare 
l’inattivazione alla crescita e l’uccisione dei batteri [Kamineni 2019] è necessario il rispetto dei 
parametri di scelta della frequenza degli ultrasuoni [Monsen 2009]. La sonicazione, laddove usata 
correttamente, è stata segnalata inoltre indurre cambiamenti fenotipici in E.coli, che possono 
rendere difficile la diagnosi microbiologica [Sendi 2010]. 

Il rispetto di tutti i parametri inerenti la processazione del campione, presentati in questo percorso, 
diventa quindi fondamentale per una corretta diagnosi microbiologica. 

11.11 BIOLOGIA MOLECOLARE E ALTRE TECNICHE DI RILEVAMENTO DIRETTO 
DEI MICRORGANISMI DAI CAMPIONI  
La coltura rimane il gold standard microbiologico nella diagnosi delle infezioni protesiche, anche se 
le tecniche molecolari stanno emergendo sempre di più e possono attualmente avere  un ruolo nei 
seguenti casi: a) colture negative a fronte di fondato sospetto di infezione, b) pregresso e prolungato 
trattamento antibiotico, c) sospetta infezione da microrganismi fastidious, d) qualora si voglia 
accorciare, in casi selezionati, i tempi necessari alla diagnostica microbiologica [Bemer 2014; Hartley and 
Harris 2014].  

Sono possibili due differenti approcci: 

• PCR broad range: basata sul rilevamento del DNA ribosomiale 16S. In caso di positività, gli 
ampliconi possono essere identificati in seconda battuta mediante sequenziamento. 

• PCR specifica: presenta maggiore sensibilità e può essere svolta sia in modalità 
convenzionale che real-time. Queste tecniche mirano al rilevamento di un genere o di una 
specie predeterminata sulla base del contesto clinico e epidemiologico. 

Tuttavia queste tecniche, seppur promettenti, possono avere delle criticità che vanno attentamente 
valutate. 

In particolare, una limitazione della tecnica PCR potrebbe essere la contaminazione o l’impossibilità 
di distinguere tra batteri vivi o morti, dove la eventuale contaminazione del DNA microbico 
rappresenta uno dei principali limiti della diagnosi basata su questa tecnica [Vandercam 2008].  

Nonostante queste problematiche, tale tecnica offre dei vantaggi, come ad esempio l’identificazione 
di Kingella kingae, un importante agente infettivo osteoarticolare pediatrico, che richiede una PCR 
specifica per questo germe sul gene 16S [Higgins 2022].   

Altri vantaggi attraverso le PCR specifiche sono rappresentati dal fatto che alcuni microrganismi 
possono essere identificati in un piccolo volume e/o nel giro di poche ore, come anche in campioni di 
pazienti che ricevono un trattamento antibiotico o in pazienti che hanno infezioni di basso grado, 
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nonché permettere l’identificazione di batteri a bassa virulenza o a lenta crescita [Esteban 2021, 
Morgesten 2018].   

Riguardo la PCR broad-range, i falsi positivi rimangono ad oggi il principale problema. Tuttavia, al 
fine di ridurre la diagnosi errata e la contaminazione, alcuni studi hanno cercato di sviluppare una 
PCR genere-specifica o con panelli di microrganismi target (multiplex PCR).  

In letteratura. è stato tuttavia evidenziato che la sensibilità del test può cambiare in relazione alla 
tipologia di campione analizzato [Mendelez 2016; Cazanave 2013; Borde 2015; Ryu 2014; Bemer 2014].  

Negli ultimi anni si stanno impiegando numerosi nuovi biomarkers, tra le tante le applicazioni 
promettenti c’è il sequenziamente genico con tecniche di Next Generation Sequencing (NGS), La NGS 
consente di identificare infatti un'ampissima gamma di agenti batterici, nonché, attraverso il 
sequenziamento del gene ITS, diagnosticare anche le infezioni micotiche.  

Grazie all’NGS e alla Shotgun-Metagenomics [Wildeman 2020, Sanabria 2021], alcuni studi hanno 
evidenziato la capacità non solo di identificare un ampio panello di microrganismi responsabili, ma 
anche di rilevare alcune resistenza antibiotiche, come ad esempio alla rifampicina e ai 
fluorochinolonici, o alle penicilline e all’acido fusidico.  
In un recente studio [Goswami 2021] sono state confrontate tre tecniche di NGS: sequenziamento 
dell’amplicon 16S rRNA, metagenomica e metatrascrittomica. In tal modo oltre alla identificazione 
dei microrganismi è possibile studiare la loro espressione genica (biofilm, resistenze indotte, fattori 
patogenetici e di virulenza, ecc).  
Obiettivo di tutte queste metodiche è quello di implementare la diagnosi di infezione articolare 
periprotesica, nonché ridurre il numero di campioni ed accorciare il TAT.  

Un recentissimo studio di confronto [Azad 2022] tra una particolare PCR Broad range (Film-array in 
PCR Multiplex con panelli predefiniti) e il sequenziamento metagenomico mirato basato sul gene 16S 
rRNA (tMGS) su 60 campioni di liquidi sinoviali, ha dimostrato che la sensibilità del pannello 
Multiplex (riferito quindi ai germi inclusi nel pannello) era del 91%, e quella di tMGS era del 96%, quindi 
sovrapponibili. Tuttavia, quando venivano calcolate le sensibilità complessive, quella di tMGS era di 
gran lunga superiore (93%), in confronto al pannello della PCR Broad range (56%). Mentre la 
sensibilità clinica del pannello Multiplex, infatti, era eccellente per i microrganismi inclusi nel 
pannello, la sensibilità complessiva per la diagnosi di infezione periprotesica era bassa a causa 
dell'assenza di Staphylococcus epidermidis nel pannello.  

L’uso delle tecniche molecolari, soprattutto di quelle di sequenziamento e metagenomiche, sta 
facendo passi da gigante; nell’ambito delle infezioni ostearticolari e protesiche bisognerà tenerne 
conto in un prossimo futuro, dove uno degli obiettivi è quello di sviluppare algoritmi specifici in grado 
definire quando, come e in quali casi applicare queste utili e promettenti metodiche. I campioni 
biologici sui quali sono state utilizzate le varie tecniche di biologia molecolare e/o di 
sequenziamento possono essere i liquidi sinoviali, gli eluati dopo sonicazione o DTT, gli omogenati 
tissutali, i tessuti perimplantari. 
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12. FASE POST-ANALITICA 

12.1 REFERTAZIONE 
Un’accurata diagnosi microbiologica di infezione associata a protesi articolari e mezzi di 
osteosintesi richiede una valutazione integrata dei risultati colturali ottenuti da campioni prelevati 
sia in fase preoperatoria che intraoperatoria. Questo approccio permette di associare un ruolo di 
potenziale agente eziologico anche a microrganismi isolati da un singolo campione di tessuto o dalle 
componenti protesiche in carica inferiore alle soglie ritenute significative per evidenza di infezione 
[Caola 2013]. 

Cariche esigue dalle colture delle componenti protesiche possono essere osservate nel caso di 
pazienti che non hanno sospeso la terapia antibiotica prima dell’intervento o non hanno posticipato 
la profilassi intraoperatoria [Portillo 2015]. In questi casi le crescite vanno refertate e il ruolo dei 
microrganismi va valutato dal clinico. 

La refertazione va eseguita con comunicazione tempestiva delle colture positive per microrganismi 
con potenziale significatività clinica, contestualmente all'ottenimento dell’identificazione e 
dell’antibiogramma del microrganismo isolato [PHE 2016]. 

E’ consigliabile eseguire una prima refertazione preliminare a 5 giorni dalla semina, segnalando che 
le colture sono ancora in corso e una seconda refertazione definitiva alla fine del periodo di 
incubazione. 

12.2 TESSUTI PERIMPLANTARI E/O LIQUIDO ARTICOLARE E/O COMPONENTI 
PROTESICHE E/O MEZZI DI OSTEOSINTESI  
Una o più colture intraoperatorie, associate ai parametri minori, o la combinazione di liquido 
articolare preoperatorio e colture intraoperatorie positive per lo stesso microrganismo e fenotipo 
possono essere considerate evidenza definitiva di infezione [Osmon 2012, Caola 2012]. 

La crescita di un microrganismo virulento o patogeno stretto (es S. aureus, P. aeruginosa, 
Enterobacteriaceae, batteri anaerobi) in un singolo campione di biopsia tessutale o di liquido 
articolare può essere rappresentativa di infezione in accordo con il quadro clinico. 

Il microrganismo isolato è ritenuto agente eziologico dell’infezione e deve essere refertato con 
antibiogramma [Osmon 2012, Bemer 2016]. 

La crescita di un microrganismo potenzialmente contaminante (es stafilococchi coagulasi negativi, 
Cutibacterium spp) da un singolo campione di tessuto o da un singolo prelievo di liquido articolare 
non può essere di per sè indicativa dell’agente eziologico di infezione se non è supportato da altri 
parametri clinici (biomarkers e valutazione clinica del paziente). Il suo ruolo deve essere valutato 
dal clinico nel contesto delle altre evidenze disponibili (vd. definizione di infezione protesica) [Osmon 
2012] . 

Il microrganismo deve essere refertato con antibiogramma inserendo il commento: “Possibile 
microrganismo contaminante: valutarne la significatività clinica”. 

L’assenza di crescita da tutti i campioni di tessuto e/o liquido articolare deve essere refertata come: 
“Assenza di crescita”. 

12.3 SONICATO DELLA PROTESI/MEZZI DI OSTEOSINTESI  
La definizione di infezione protesica secondo l’“International Consensus Meeting on Periprosthetic 
Joint Infection” non prevede, in maniera esplicita, l’allestimento delle colture delle componenti 
protesiche. Per l’interpretazione dei risultati colturali dalle componenti rimosse può essere 
considerato il criterio che prevede l’isolamento in carica significativa di un microrganismo dal fluido 
di sonicazione della protesi [Trampuz 2007; Piper 2009; Corvec 2012b]. Secondo i criteri proposti, la crescita 
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di un microrganismo in carica significativa (≥50CFU/mL di sonicato, oppure ≥200CFU/mL di sonicato 
concentrato) può essere considerata evidenza di infezione perimplantare [Corvec 2012a; Corvec 2012b; 
Piper 2009]. Il microrganismo è ritenuto agente eziologico dell’infezione e deve essere refertato con 
antibiogramma. 

La crescita di un microrganismo in carica inferiore alle soglie o esclusivamente dall’arricchimento in 
brodo non può essere considerata di per sè indicativa dell'agente eziologico di infezione e pertanto 
deve essere valutata dal clinico nel contesto delle altre evidenze disponibili (vd. definizione di 
infezione protesica) [Osmon 2012] e di pregressa terapia antibiotica [Portillo 2015]. 

Il microrganismo deve essere refertato con antibiogramma inserendo il commento: “Possibile 
microrganismo contaminante: valutarne la significatività clinica”. 

L’assenza di crescita dal liquido di sonicazione deve essere refertata come: “Assenza di crescita”. 

12.4 ELUATO DELLA PROTESI/MEZZI DI OSTEOSINTESI 
La crescita di un microrganismo in carica significativa (≥50CFU/mL di eluito con DTT concentrato) 
può essere considerata evidenza di infezione perimplantare. Il microrganismo è ritenuto agente 
eziologico dell’infezione e deve essere refertato con antibiogramma [Drago 2013]. 

La crescita di un microrganismo dall’eluato con DTT in carica inferiore alla soglia o esclusivamente 
dall’arricchimento in brodo non può essere considerata di per sé indicativa dell'agente eziologico di 
infezione e pertanto deve essere valutata dal clinico nel contesto delle altre evidenze disponibili (vd. 
definizione di infezione protesica) [Osmon 2012] . 

Il microrganismo deve essere refertato con antibiogramma inserendo il commento: “Possibile 
microrganismo contaminante: valutarne la significatività clinica”. 

L’assenza di crescita dal liquido di eluizione con DTT deve essere refertata come: “Assenza di 
crescita”. 
NOTA: Le soglie indicate per l’interpretazione dei risultati delle semine quantitative di sonicato della protesi, sonicato 
concentrato e eluito concentrato riflettono i risultati riportati in letteratura e possono dare un’informazione qualitativa sul 
ruolo del microrganismo isolato quale agente eziologico di infezione. La differenza tra i valori delle soglie proposte per le 
diverse procedure è riconducibile alle differenti metodiche di rimozione del biofilm e deriva dall’interpretazione dei 
risultati sperimentali di diversi gruppi di ricerca [Corvec 2012a, Corvec 2012b, Piper 2009, Drago 2013].  
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13. TEST DI LABORATORIO AGGIUNTIVI ALLE INDAGINI 
MICROBIOLOGICHE 

Data la complessità del processo diagnostico delle infezioni delle protesi articolari, soprattutto nella 
fase pre-operatoria, negli ultimi anni sono stati compiuti notevoli sforzi per individuare parametri 
non strettamente microbiologici che possano essere di utilità per la diagnosi e che vanno ad 
affiancarsi all’esame microbiologico. In particolare, una crescente attenzione è stata posta 
sull’analisi del liquido articolare, la quale può costituire un valido supporto soprattutto in presenza di 
dati di difficile interpretazione. E’ da sottolineare come alcuni di questi parametri per la rapidità e 
semplicità di esecuzione possano essere utilizzati anche in sede operatoria, concordando un 
percorso dedicato con il Laboratorio. I dati attualmente disponibili sono stati principalmente, se non 
esclusivamente, ricavati da studi su pazienti con diagnosi di infezione protesica e quindi il loro 
utilizzo in altri ambiti è attualmente sconsigliabile. 

13.1 ESTERASI LEUCOCITARIA 
L’esterasi leucocitaria è un enzima prodotto dai granulociti neutrofili in grado di degradare le 
proteine dei tessuti connettivali Una reazione positiva al test è indice della presenza di granulociti 
neutrofili nel liquido sinoviale dove vengono richiamati dal processo infettivo. E’ un test di facile 
esecuzione e in grado di fornire una risposta in circa 20 minuti. Il test è condotto su strisce reattive 
colorimetriche come quelle utilizzate per l’esame urine. Gli studi eseguiti sul liquido sinoviale 
indicano una specificità e una sensibilità maggiori del 90% [De Vecchi 2016b, Colvin 2015, Tishler 2014] ed è 
l’unico ad essere stato inserito nelle procedure internazionali attualmente disponibili (Consensus 
Meeting di Philadelphia). Il campione deve essere prelevato in provette da siero contenenti gel 
separatore e centrifugato a 3000 g per 10 minuti. [Aggarval 2013b, De Vecchi 2016b]. Il test consiste nella 
deposizione di una goccia di surnatante sulla zona dedicata presente sulla striscia reattiva. 
Trattandosi di una reazione colorimetrica un’eccessiva contaminazione ematica potrebbe inficiare la 
lettura del risultato, pertanto è consigliabile valutare attentamente il risultato per questi campioni 
[Aggarval 2013b]. 

13.2 ALFA-DEFENSINA 
L’alfa-defensina è un peptide ad azione antimicrobica particolarmente abbondante nei neutrofili 
dove viene prodotto in risposta a uno stimolo infettivo. Negli ultimi anni sono stati pubblicati diversi 
studi sull’utilizzo di questo parametro nella diagnosi di infezioni protesiche. I dati di sensibilità e 
specificità riportati in letteratura indicano una elevata sensibilità e specificità comparabili con quelle 
dell’esterasi leucocitaria [Wyatt 2016]. Viene misurata per mezzo di un test ELISA che permette di 
ottenere una risposta in poche ore (circa 5). Il campione deve essere prelevato in provette senza 
aggiunta di additivi e centrifugato a 3000 g x 10 minuti prima del test. Il surnatante può anche essere 
conservato a -80° C nel caso non sia possibile eseguire immediatamente la determinazione. I 
maggiori costi e tempi di risposta, oltre al fatto che i campioni devono essere analizzati presso 
laboratori di riferimento rendono al momento il test utilizzabile nella fase pre-operatoria a 
completamento degli altri test. Deve essere inoltre sottolineato che al momento sono contrastanti le 
evidenze di letteratura in merito all’impiego dei “point of care” (test a saponetta). Le evidenze 
disponibili sono aumentate negli anni recenti, ma non si è ancora giunti ad una soluzione unanime sul 
suo utilizzo in quanto alcune Società scientifiche non lo hanno inserito nei cosiddetti criteri minori 
per la diagnosi di infezione protesica.  

13.3 PROTEINA C REATTIVA (PCR) 
La PCR ematica rappresenta un utile strumento di screening per monitorare l’infezione o la sua 
negativizzazione. 
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Il dosaggio della PCR nel liquido sinoviale ha dimostrato una maggiore specificità rispetto alla 
misurazione nel siero per la diagnosi di infezioni osteoarticolare (71-98%), pur mantenendo una 
buona sensibilità (85-87%) [Deirmengian 2014; Tetreault 2014b, Omar 2015; De Vecchi 2016b]. La misurazione può 
essere eseguita su campioni prelevati in provette con gel separatore e centrifugati a 3000 g per 10 
minuti prima di essere caricati su analizzatori automatici per la biochimica e presenta un costo 
limitato e ridotti tempi di analisi. Inoltre la rapidità di esecuzione del test rende la determinazione 
della PCR sinoviale applicabile sia nella fase preoperatoria che intraoperatoria, in combinazione con 
la valutazione dell’esterasi leucocitaria. Deve comunque essere segnalato che i reattivi al momento 
disponibili non sono ancora stati approvati per questo uso dai produttori e quindi l’approccio, anche 
se ritenuto utile, è da considerarsi aggiuntivo ad altri parametri.  

Un recente studio [Wang 2021] ha tuttavia stabilito i valori di cut-off per la PCR sierica e quella sinoviale 
(rispettivamente 10,2 mg/l e 7,26 mg/l) e ha sviluppato un modello predittivo per la diagnosi di 
infezione protesica. Sulla base dei campioni analizzati, gli autori concludono che la combinazione 
della PCR ematica e sinoviale può essere un buon biomarker aggiuntivo all’analisi microbiologica. 

13.4 CONTA LEUCOCITARIA E DIFFERENZIALE NEL LIQUIDO SINOVIALE 
L’esame può essere eseguito su analizzatori automatici per campioni raccolti in provette contenenti 
EDTA come anticoagulante. Presenta un costo contenuto ed è caratterizzato da una elevata 
sensibilità e specificità che dipendono strettamente dai valori di cut-off prescelti. Come già 
specificato precedentemente, l’International Consensus Meeting di Philadelphia ha definito un cut-
off di 10000 leucociti/microlitro con almeno il 90% di neutrofili per le infezioni acute e 3000 leucociti 
/microlitro con almeno l’ 80% di neutrofili per le infezioni croniche [Parvizi 2011]. Il maggior limite 
dell’analisi è rappresentato dalla possibile interferenza da parte di eventuale contaminazione 
ematica e dalla presenza di altre patologie osteoarticolari di natura infiammatoria. Nel primo caso, 
la misurazione può essere normalizzata se contemporaneamente viene eseguito un prelievo 
ematico per l’analisi emocromocitometrica. 

I soggetti con artrite reumatoide presentano una conta leucocitaria più elevata rispetto ai soggetti 
non affetti da questa patologia: in questo caso i valori di cut-off devono essere normalizzati e 
aumentati. 

Infine nel caso di impianti metallo-metallo è consigliabile eseguire la conta leucocitaria 
manualmente e non con analizzatori automatizzati poichè è stato osservato che i valori potrebbero 
essere alterati [Yi 2015]. 

13.5 D-DIMERO 

Il D-dimero è un prodotto di degradazione specifico del monomero di fibrina, dopo attivazione del 
fattore XIII, e successivamente idrolizzazione da parte delll'enzima fibrinolitico. Uno studio ha 
suggerito che il D-dimero potrebbe essere utilizzato per determinare la prognosi nella sepsi 
sistemica [Rodello 2012]. In tale studio si è visto che i livelli di D-dimero continuavano ad aumentare a 
causa della risposta infiammatoria dell'ospite all'infezione nella sepsi.  

Attualmente, alcuni studi hanno esaminato il valore diagnostico del D-dimero nelle infezioni 
protesiche, trovando per lo più risultati variabili, e talvolta discordanti. Un recente metanalisi [Wang 
2022] ha evidenziato che il D-dimero può avere un ruolo diagnostico ed essere utilizzato come 
biomarker di supporto alla diagnosi microbiologica. Tuttavia, occorre considerare che a tale 
riguardo c’è una scarsa numerosità di studi, che impiegano diversi tipi di campionamento o diversi 
metodi di riferimento di laboratorio, nonché pazienti di geograficità differenti. Sono quindi necessari 
ulteriori studi prospettici e multicentrici di grandi dimensioni per dare validità scientifica a questo 
parametro nella diagnosi delle infezioni osteoarticolari e protesiche.  
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Tabella 1 - Comparazione dei principali criteri diagnostici di infezione protesica pubblicati dal 2011 al 2018 (Estratto dalla Società Internazionale WAIOT, [Romanò  2019]. 

Tipologia di Definizione MSIS 2011 IDSA 2013 ICM 2013 ICM 2018 EBJIS 2018 

Scoring system 

1 dei 2 criteri maggiori 
OPPURE 
≥4 dei 6 Criteri minori * 

≥1 Criteri Positivi* 
1 dei 2 criteri maggiori 
OPPURE 
≥3 dei 5 criteri Minori* 

1 dei 2 criteri maggiori 
OPPURE 
Uno score dei criteri 
minori ≥6 (Infezione) - 
3–5 criteri minori 
Possibile infezione, 
(valutare ulteriori 
analisi molecolari, ad 
esempio la next-
generation 
sequencing) 
<3 Non infetto* 

  ≥1 Criteri Positivi 

* “L’infezione può essere 
presente anche con 
meno di 4 criteri” 

* “La presenza di 
infezione è possibile 
anche se i criteri di cui 
sopra non vengono 
soddisfatti (…)” 

* “La presenza di 
infezione è possibile 
anche se non vengono 
soddisfatti questi criteri 
(…).” 

*“Procedere con cautela 
in caso di: reazione 
tissutale locale avversa, 
malattia da deposito di 
cristalli, microrganismi a 
crescita lenta” 

Criterio 

Maggiore: 
1. Sinus tract 

comunicante con la 
protesi; 

2.  Un patogeno isolato 
da una coltura da 
almeno due differenti  
campioni o fluidi 

Minore: 
a. VES (>30 mm/hr) e 

PCR (>10 mg/L) 
elevata 

b. Conta leucocitaria 
elevata nel liquido 
sinoviale 

c. % PMN elevata 
d. Presenza di pus 
e. Isolamento di un 

solo microrganismo 

1. Sinus tract 
comunicante con la 
protesi 

2. Presenza di materiale 
purulento attorno alla 
protesi 

3. Infiammazione acuta 
attraverso l’esame 
istopatologico 

4. ≥ 2 colture 
intraoperatorie 
positive o la 
combinazione di 
positività tra l’aspirato 
preoperatorio e la 
coltura 
intraoperatoria [La 
crescita anche di un 
solo microrganismo 

Maggiore 
1. Sinus tract 

comunicante con la 
protesi  

2. Due campioni positivi 
con lo stesso fenotipo 
microbico 

Minore: 
a. VES (>30 mm/hr) e 

PCR (>100 mg/L per le 
infezioni acute; PCR 
>10 mg/L per le 
croniche 

b. Conta globuli bianchi 
elevata nel liquido 
sinoviale (>10,000 
cellule/mL per le 
infezioni acute; >3,000 
cellule/mL per le 

Maggiore: 
1. Sinus tract comunicante 

con la protesi o 
visualizzazione della 
protesi 

2. Due campioni positivi con 
lo stesso microrganismo 
dopo analisi 
microbiologiche standard  

 
Minore: 
a. PCR elevata (>100 mg/L 

per le infezioni acute; 
>10 mg/L per le 
croniche) 

OPPURE 
D-Dimero (da definire il cut-

off per le acute; >860 
ug/L per le croniche) 

1. Presenza di pus attorno 
la protesi o sinus tract 

2. Aumento della conta 
leucocitaria sinoviale 
(>2,000 cellule/mL or 
>70 % granulociti) 

3. Istologia positiva 
4. Crescita microbica nel 

liquido sinoviale, nei 
tessuti perirpotesici, o 
nel fluido di sonicazione 

(“Conferma di crescita 
microbica nel tessuto 
periprotesico se: positivo in 
≥1 campioni con batteri ad 
elevata virulenza, oppure in 
≥ 2 con batteri di bassa 
virulenza; la sonicazione è 
considerata positiva con 
>50 UFC/mL di fluido di 
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Tipologia di Definizione MSIS 2011 IDSA 2013 ICM 2013 ICM 2018 EBJIS 2018 

in una sola cultura 
f. Più di 5 neutrofili per 

campo microscopico 
in 5 differenti campi 
istologici a 400X  

virulento, ad 
esempio 
Staphylococcus 
aureus o altro, in un 
singolo campione 
bioptico o di fluido è 
considerato 
fortemente 
suggestivo di 
infezione] 

croniche, OPPURE 
 ++ nel strip-test 
dell’esterasi 
leucocitaria 

c. % PMN elevati (>90% 
per le infezioni acute; 
>80% per le croniche) 

d. Positività analisi 
istologica dei tessuti 
periprotesici  (> 5 
neutrofili per campo in 
5 differenti campi 
microscopici a 400X) 

e. Una singola coltura 
positiva 

(score assegnato 2) 
b. VES elevata (nessun 

probabile ruolo nelle 
infezioni acute; >30 
mm/hr per le acute) 
(score assegnato 1) 

c. Conta globuli bianchi 
elevata (>10,000 
cellule/mL per le infezioni 
acute; >3,000 cellule/mL 
per le croniche) 
OPPURE 

 Esterasi leucocitaria strip-
test ++ for le acute o le 
croniche) OPPURE 
Positività all’alpa-
difensina (score 
assegnato 3) 

d. % PMN sinoviali elevata 
(>90% per le infezioni 
acute; >70% per le 
croniche) (score 
assegnato 2) 

e. Singola coltura positiva 
(score assegnato 2) 

f. Istologia positiva (score 
assegnato 3) 

g. Presenza di pus 
intraoperatorio (score 
assegnato 3) 

sonicazione.”) 
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Tabella 2 - Test pre e intraoperatori sulla base della loro sensibilità e specificità utilizzati per escludere o confermare una infezione protesica (tra parentesi i relativi cut-off 
considerati nella presente classificazione). 

Test di Esclusione (Sensibilità > 90%) 
CIASCUN TEST NEGATIVO: Score assegnato −1 
(Test di esclusione Positivo: Score assegnato 0) 

Siero VES (>30 mm/h) 
PCR (>10 mg/L) 

Liquido sinoviale 
Globuli Bianchi (>1,500/μL) 
Esterasi leucocitaria (++) 
Alpha-Defensina immunoassay (>5.2 mg/L) 

Imaging Tc99 bone scan 

Test di Inclusione (Specificity > 90%) 
CIASCUN TEST POSITIVO: Score assegnato +1 
(Test di Inclusione negative: Score assegnato 0) 

Valutazione Clinica Presenza di pus, sinus tract, protesi esposta e visibile 

Siero 
IL-6 (>10 pg/mL) 
Procalcitonina (>0.5 ng/mL) 
D-Dimero (>850 ng/mL) 

Liquido sinoviale 

Esame colturale 
Globuli bianchi (>3,000/mL) 
Esterasi leucocitaria (++) 
Alpha-Defensina immunoassay (>5.2 mg/L), oppure lateral flow test 

Imaging Scintigrafia combinata leucociti e midollo 

Histology Istologia “Frozen section” (5 neutrofili in almeno 5 campi microscopici) 
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Tabella 3 - Definizione di infezione protesica secondo i criteri WAIOT. 

 Nessuna Infezione Contaminazione BIM LG-PJI HG-PJI 

Valutazione Clinica 
Una o più condizioni, diverse dall'infezione, in grado di causare i sintomi o il motivo del 
reintervento (ad esempio, detriti da usura, metallosi, lussazione ricorrente o instabilità 

articolare, frattura, malposizionamento, dolore neuropatico) 

Uno o più dei seguenti sintomi 
altrimenti “inspiegabili”: dolore, 

gonfiore, rigidità 

Due o più dei seguenti sintomi: 
dolore, gonfiore, arrossamento, 

calore, functio laesa 

# Test di 
Inclusione positivi 
meno 
# Test di 
Esclusione 
negativi 

<0 <0 <0 ≥0 ≥1 

Confermato se nel 
post-operatorio è 
presente: 

Un esame colturale 
negativo 

Un esame positivo nella fase pre- o intra-operatoria, ma 
istologia negativa 

Un esame colturale positivo (preferibilmente eseguito con tecniche 
anti-biofilm) e/o istologia positiva 

Abbreviazioni: BIM: Biofilm-related Implant malfunction; LG-PJI: Low-Grade Peri-Prosthetic Joint Infection; HG-PJI: High-Grade Peri-Prosthetic Joint Infection. 
 

Tabella 4: microrganismi isolati nelle infezioni della protesi articolare [Trampuz 2005; Stefansdottir 2009; Moran 2010; Corvec 2012b] e dei mezzi di osteosintesi  [Trampuz 2006] 

Microrganismi Frequenza % 

 Protesi articolari Mezzi di osteosintesi 

Stafilococchi  coagulasi negative 30-43 22 

Staphylococcus aureus 12-23 30 
Streptococchi 9-10 1 
Enterococchi 3-7 3 
Bacilli Gram-negativi 10-17 10 
Anaerobi 2-4 5 
Candida spp. 1-3 - 
Polimicrobiche 10-20 27 

Sconosciuto 10-30 2 



SI 

SI 

PRELIEVO 

a capsula chiusa mediante siringa 

Aliquotare in contenitore sterile con o senza 

anticoagulante e in contenitore con EDTA 

Inoculare aliquote ≥1ml in fiasche da emocoltura per 
microorganismi aerobi e anaerobi 

Inviare rapidamente  in 
Microbiologia 

Centrifugare l’aliquota di liquido articolare raccolta in provetta  a 
3000 g per 10 min. Eliminare il surnatante e riportare il sedimento a 
un volume di 0,5-1 ml con soluzione fisiologica sterile 

CONSERVARE 
- aliquota in contenitore 
sterile a +4°C 
- fiasche inoculate a 
temperatura ambiente per 
max  48 ore 

COLORAZIONE di GRAM 

Allestire vetrino dal sedimento, 
colorare ed osservare al microscopio 

COLTURA E INCUBAZIONE 

Inoculare 0,1 ml in: 
• Agar sangue e agar cioccolato. Incubare in atmosfera 

con 5% CO2 per 5 gg a 36±1+°C 
• Agar Schädler. Incubare in anaerobiosi per 7-10 gg a 

36±1+°C 
Incubare le fiasche da emocoltura in strumentazione 
dedicata per aerobi (7 gg) e anaerobi (14 gg) 

NO 

Refertare con 
antibiogramma 

Refertare : 
 «assenza di crescita» 

Refertare : 
 «assenza microorganismi» 

Refertare con descrizione 
morfologico/tintoriale 

NO NO SI SI 

Crescita di microorganismi? 
Presenza di microorganismi con caratteristiche 

morfologico/tintoriali compatibili con coltura? 

LIQUIDO ARTICOLARE 

       OPZIONE 1 



SI 

SI 

NO 

PRELIEVO 

a capsula chiusa mediante siringa 

Aliquotare in contenitori sterili 
 con o senza anticoagulante e in contenitori in EDTA 

Inviare rapidamente 
un’aliquota in Microbiologia 

Centrifugare il campione a 3000 g per 10 min. Eliminare il 
surnatante e riportare il sedimento a un volume di 0,5-1 ml con 
soluzione fisiologica sterile 

CONSERVARE 
aliquota in contenitore 
sterile a +4°C 

COLORAZIONE di GRAM 

Allestire vetrino dal sedimento, 
colorare ed osservare al microscopio 

COLTURA E INCUBAZIONE 

Inoculare 0,1 ml in: 
• Agar sangue e agar cioccolato. Incubare in 

atmosfera con 5% CO2 per 5 gg a 36±1+°C 
• Agar Schädler. Incubare in anaerobiosi per 7-10 gg 

a 36±1+°C 
• Brodo per aerobi/anaerobi esigenti. Incubare  per 

14 gg a 36±1+°C 
Subcoltivare in agar sangue, cioccolato e Schädler, se 
il brodo è torbido o a fine incubazione 

Refertare con 
antibiogramma 

Refertare : 
 «ssenza di crescita» 

Refertare : 
 «assenza microorganismi» 

Refertare con descrizione 
morfologico/ tintoriale 

NO NO SI SI 

LIQUIDO ARTICOLARE  

     OPZIONE 2 

Crescita di microorganismi? 
Presenza di microorganismi con caratteristiche 

morfologico/tintoriali compatibili con coltura? 



NO 

NO 

SI SI 

SI 

PRELIEVO 
Prelevare un numero ≥ 3 e ≤6 di biopsie perimplantari . Nel caso di protesi articolari includere 
campioni prelevati dall’interfaccia protesi-osso, dalla capsula articolare e da eventuali aree con 
segni di infiammazione. Nel caso di mezzi di osteosintesi prelevare campioni di tessuto 
perimplantare e di eventuali  aree  con segni di  infiammazione. Prelevare ogni singola biopsia  
preferibilmente con strumentazione separata, inserendola in un contenitore sterile, dedicato. 

ELUIZIONE CON DITIOTRITOLO (DTT) 

 oppure OMOGENIZZAZIONE 
Eluire con soluzione fisiologica sterile 0,1% (w/v) di DTT oppure  omogeneizzare in 3 ml di 
brodo (es. Brain Heart Infusion broth)  

CONSERVARE 
In contenitore sterile a +4°C. 
Aggiungere qualche goccia di 
soluzione fisiologica sterile ai 
campioni di dimensioni ridotte 

COLTURA E INCUBAZIONE 
Inoculare 0,5 ml di eluito/omogenato in: 
• Agar sangue e agar cioccolato. Incubare in atmosfera con 5% CO2 per 5 gg a 36±1+°C 
• Agar Schädler. Incubare in anaerobiosi per 7-10 gg a 36±1+°C 
• Brodo per aerobi/anaerobi esigenti. Incubare  per 14 gg a 36±1+°C. Subcoltivare in agar 

sangue, cioccolato e Schädler, se il brodo è torbido o a fine incubazione 

Refertare  
con antibiogramma 

Refertare con antibiogramma e commento: 
«Possibile microrganismo contaminante: 

valutarne la significatività clinica» 

Refertare : 
 «assenza di crescita» 

Crescita di microrganismi 
non virulenti in un solo 

campione 

TESSUTI   

PERIMPLANTARI 

OPZIONE 1 

Inviare rapidamente in Microbiologia 

Crescita di microrganismi? 

Crescita dello stesso microrganismo in almeno 2 campioni 
(tessuto e/o liquido articolare e/o componente protesica) 
OPPURE  crescita di microrganismo virulento (es. S.aureus) 



SI SI 

NO 

NO 

PRELIEVO 
Prelevare un numero ≥ 3 e ≤6 di biopsie perimplantari . Nel caso di protesi articolari includere 
campioni prelevati dalla interfaccia protesi-osso, dalla capsula articolare e da eventuali aree con 
segni di infiammazione. Nel caso di mezzi di osteosintesi prelevare campioni di tessuto 
perimplantare e di eventuali  aree  con segni di  infiammazione. Prelevare ogni singola biopsia  
preferibilmente con strumentazione separata, inserendola  in un contenitore sterile, dedicato. 

CONSERVARE 
In contenitore sterile a +4°C. 
aggiungere qualche goccia di 
soluzione fisiologica sterile ai 
campioni di dimensioni ridotte 

COLTURA E INCUBAZIONE 
Inoculare 0,1 ml omogenato in: 
• Agar sangue e agar cioccolato. Incubare in atmosfera con 5% CO2 per 5 gg a 36±1+°C 
• Agar Schädler. Incubare in anaerobiosi per 7-10 gg a 36±1+°C 
Inoculare ≥ 1 ml di omogenato in fiasche da emocoltura per aerobi ed anaerobi. Incubare in 
strumentazione dedicata per 7 gg (aerobi ) e per 14 gg (anaerobi) 

Refertare con 
antibiogramma 

Refertare con antibiogramma. Commento: 
«Possibile microrganismo contaminante: 

valutarne la significatività clinica» 

Refertare : 
 «assenza di crescita» 

Crescita di microrganismi? 

Crescita di microrganismi 
non virulenti in un solo 

campione 

TESSUTI   

PERIMPLANTARI 

OPZIONE 2 

SI 

Inviare rapidamente in Microbiologia 

OMOGENIZZAZIONE 
in 5 ml di brodo (es. Brain Heart Infusion broth)  

Crescita dello stesso microrganismo in almeno 2 campioni 
(tessuto e/o liquido articolare e/o componente protesica) 
OPPURE crescita di microrganismo virulento (es. S.aureus) 



SI 

SI 

NO 

SI 

COLTURA E INCUBAZIONE 

PRELIEVO 
Porre ogni singola componente protesica, o i mezzi di 

osteosintesi in contenitori non perforabili, sterili, a 
tenuta, di idonee dimensioni 

CONSERVARE 
In contenitore sterile a +4°C.  

Inoculare 0,5 ml di sonicato in: 
•Agar sangue o cioccolato. Incubare in atmosfera con 5% CO2 per 5 gg a 
36±1°C 
•Agar Schädler. Incubare in anaerobiosi per 7-10 gg a 36±1°C 
•Brodo per aerobi/anaerobi esigenti. Incubare per 14 gg a 36±1°C. 
Subcoltivare in terreni solidi se il brodo  è torbido o a fine incubazione 
In alternativa all’inoculo in brodo 
Dispensare 10 ml di sonicato in flaconi da emocoltura per aerobi e anaerobi. 
Incubare in strumentazione dedicata per 7 gg (aerobi) e 14 gg (anaerobi). 

Refertare con 
antibiogramma 

Refertare con antibiogramma. Commento: 
«Possibile microrganismo contaminante: 

valutarne la significatività clinica» 

Refertare : 
 «assenza di crescita» 

Crescita di microrganismi in quantità 
inferiore alle soglie o dall’arricchimento 
in brodo e non riscontrati in colture di 
altri campioni 

COMPONENTI PROTESICHE E MEZZI DI OSTEOSINTESI - OPZIONE 1 

OPPURE 

Inviare rapidamente in 
Microbiologia 

Concentrare il sonicato  (100:1) mediante centrifugazione a 3000 g per 10 min 
Inoculare 0,1ml  del sonicato concentrato in:  
•Agar sangue e cioccolato. Incubare in atmosfera con 5% CO2 per 5 gg a 36±1°C 
•Agar Schaedler. Incubare in anaerobiosi per 7-10 gg a 36±1°C 
•Brodo per aerobi/anaerobi esigent. Incubare per 14 gg a 36±1°C. Subcoltivare 
in terreni solidi se il brodo diventa torbido o a fine incubazione. 
In alternativa all’inoculo in brodo 
0.5 ml del sonicato concentrato in flaconi da emocoltura per aerobi e anaerobi. 
Incubare in strumentazione dedicata per 7 gg (aerobi) e 14 gg (anaerobi)  

Crescita di microorganismi? NO 

Crescita ≥ 50 CFU/ml dello stesso microrganismo da sonicato 
OPPURE Crescita≥200 CFU/ml dello stesso microrganismo da 
sonicato concentrato? OPPURE Crescita  dal sonicato inferiore 
alle soglie e riscontro dello stesso  in uno o più campioni di 
liquido articolare/tessuto 

SONICAZIONE 
Aggiungere nel  contenitore con protesi o mezzi di osteosintesi  soluzione di Ringer o fisiologica sterile fino a coprire almeno il 90 % del volume 
della componente rimossa  Chiudere il contenitore, ermeticamente. Vortexare il contenitore con la componente per 30 sec.  Sonicare a 
30-40 KHz 0,22±0,04 W/cm2 per 5 min. Vortexare per 30 secondi.  



SI SI 

NO CONSERVARE 
In contenitore sterile a +4°C.  

Refertare con 
antibiogramma 

Refertare con antibiogramma. Commento: 
«Possibile microrganismo contaminante: 

valutarne la significatività clinica» 

Refertare : 
 «assenza di crescita» 

Crescita di microrganismi in quantità 
inferiore alle soglia o dall’arricchimento 
in brodo e non riscontrati in colture di 
altri campioni 

COMPONENTI PROTESICHE E MEZZI DI OSTEOSINTESI - OPZIONE 2 

ELUIZIONE CON  DTT 
• Allestire una soluzione sterile 0,1% (w:v) di DTT, (formula empirica C4H10O2S2, peso molecolare: 154.2) in PBS 
• Aprire il contenitore della componente protesica (o mezzo di osteosintesi) sotto cappa a flusso laminare 
• Aggiungere soluzione sterile di DTT  al campione fino a coprirlo e richiudere il contenitore  
• Porre il contenitore su agitatore orbitale a circa 80 rpm per 15 min 

CONCENTRAZIONE 
Concentrare l’eluito 100:1 mediante centrifugazione a 3000 rpm per 10 min 

Crescita ≥ 50 CFU/ml dello stesso microrganismo da eluito 
OPPURE crescita < 50 CFU/ml di eluito e riscontro dello 
stesso microrganismo in uno o più campioni di liquido 
articolare/tessuto  

NO 

SI 

Inviare rapidamente in 
Microbiologia 

PRELIEVO 
Porre ogni singola componente protesica, o i mezzi 
di osteosintesi in contenitori non perforabili, sterili, 
a tenuta, di idonee dimensioni 

Crescita di microorganismi? 

COLTURA E INCUBAZIONE 
Inoculare aliquote di 0,1 ml di sonicato in: 
• Agar sangue e  cioccolato. Incubare in atmosfera con 5% CO2 per 5 gg a 36±1°C 
• Agar Schädler. Incubare in anaerobiosi per 7-10 gg a 36±1°C 
• Brodo per aerobi/anaerobi esigenti. Incubare per 14 gg a 36±1°C. Subcoltivare in terreni solidi se il brodo è  torbido o a fine incubazione. 
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