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Diarrheal Diseases

NEL 2019 ≈1,5 MILIONI DI PERSONE SONO 

MORTE A CAUSA DI MALATTIE DIARROICHE.

 

UN TERZO ERANO BAMBINI 

SOTTO I CINQUE ANNI





Diarrhoea mortality rate in 2016 Diarrhoea mortality rate in children younger than 5 years (B)

(GBD Diarrhoeal Disease Collaborator, Lancet Infect Dis, 2018)



Diarrhoea mortality rate in 2016 Diarrhoea mortality rate in adults older than 70 years (C)

(GBD Diarrhoeal Disease Collaborator, Lancet Infect Dis, 2018)



Note: annual estimates were made according to data from 2017 to 2018.



Eziologia batterica di enteropatie

Batteri associati 
ad infezioni intestinali 

E.coli enteropatogeni (DEC)
Campylobacter spp. 
Salmonella spp. 
Shigella
Yersinia enterocolitica
Vibrio spp.
Aeromonas 
Plesiomonas

Patogeni emergenti

Escherichia albertii implicato in casi di malattia diarroica in 

bambini del Bangladesh (Shigella boydii tipo 13)

Edwardsiella tarda implicata in forme di diarrea acquosa. 

Batteri del genere Arcobacter classificati come patogeni 

emergenti dalla International Commission on Microbial 

Specifications for Foods (A.buzleri). 

Bacteroides fragilis implicati in malattie diarroiche in bambini 

sotto i 5 anni, associati anchea diarrea infiammatoria in adulti.

 

Klebsiella oxytoca. Studi istopatologici avrebbero stabilito il 

ruolo quale agente eziologico di colite emorragica C.difficile 

negativa. 

Laribacter hongkongensis. Nel 2018 segnalazione di un primo 

caso di gastroenterite prolungata correlata al viaggio in cui il 

Laribacter hongkongensis è stato isolato come unico patogeno.

Tropheryma whipplei. Possibile coinvolgimento in forme di diarrea 

dei viaggiatori in età pediatrica

Batteri implicati 
in tossinfezioni alimentari

Staphylococcus aureus
Clostridium perfringens
Bacillus cereus 

Batteri  associati 
a diarree nosocomiali

Clostridioides difficile



Virus Manifestazione clinica Incubazione
/durata

Rotavirus  principale causa di diarrea
nei bambini

1-3 giorni/

5-8 giorni

Norovirus  Infezioni in adulti e bambini

Forme virali epidemiche

1-3 giorni/

1-3 giorni

Adenovirus diarrha nei bambini 7-8 giorni/

8-12 giorni

Astrovirus Infezioni principalmente in 
bambini ed anziani

1-4 giorni/

1-4 giorni

Gastroenteriti virali

• Responsabili fino a 3/4 di tutte le diarree infettive.

• La gastroenterite virale è la seconda più comune malattia virale dopo 

le infezioni del tratto respiratorio superiore.

• Nei paesi in via di sviluppo, la gastroenterite virale è uno dei 

principali killer di bambini denutriti .

 Stime di mortalità annuale da Rotavirus (400.000) e Norovirus (250.000) 

    (Tate, Lancet Infect Dis, 2012; Patel, NEJM, 2011)

Altri virus implicati in gastroenteriti:

• Sapoviruses

• Torovirus

• Enteroviruses

(some Echo and Coxsackie A)

In pz immunocompromessi:

• HIV

• CMV, HSV, VZV

Potenziali sospetti: 
• Bocavirus

• Saffold viruses

• Cosaviruses

• Saliviruses / Klasseviruses

• Aichi virus

• Parechoviruses

• Enteric Coronaviruses

• Polyomavirus MW

• Picobirnaviruses

• SRSV (Small Round Structured Viruses)

• SRV (Small Round Viruses)

• PMMV



Nuove realtà diagnostiche in microbiologia: da metodiche convenzionali a innovative

Identificazione 
batteri, miceti

Spettrometria 
di massa

Ricerche 
antigeniche
(EIA/ICT)

Antigeni urinari, 
(Legionella,Pneumo) 

fecali (Campylobacter, E.coli)

Antigeni sangue/liquor 
(Meningo, Criptoco, Plasmodi)

Galattomannano/glucano
(Aspergillus, Candida)

Indagini molecolari

Microarray, Real time PCR

Multiplex PCR
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Diarree d’origine infettiva 

La presentazione clinica generalmente 
non indicativa di uno specifico patogeno

Percorsi diagnostici 

Metodi tradizionali laboriosi con 
performance non ottimali



Clinical Laboratory Practices for the Isolation and Identification of Campylobacter in 
Foodborne Diseases Active Surveillance Network (FoodNet)

Specimen Collection and Transport Methods Among All Laboratories That Reported On-site Testing for Campylobacter

Question (No. of Responses) No. (%) of Laboratories (N = 411)

Use of any transport medium (n = 345)

Yes
     No

Transport medium used (n = 294)
    Alpha Tec enteric transport medium
    Amies
    Amies and another
    Cary-Blair
    Cary-Blair and another
  Stuart
    Stuart and Alpha Tec enteric medium
    Other

Mean time from medical provider to 
laboratory (n = 356)
    ≤2
    3-4
    5-6
    7-8
    9-10
    11-12
    13-24
    25-48
    >48

336
9

2
15
4
162
81
25
1
4

165
72
30
21
4
10
37
13
4

(97.4)
(2.6)

(0.7)
(5.1)
(1.4)
(55.1)
(27.6)
(8.5)
(0.3)
(1.4)

(46.3)
(20.2)
(8.4)
(5.9)
(1.1)
(2.8)
(10.4)
(3.7)
(1.1)

Type of culture medium used for plating (n = 397)

Campy blood agar plate
Campy blood agar plate and another
Campy CVA
Campy CVA and another
Campy CEFEX
Campy CEFEX and another
Skirrow
CSM
CCDA, CAT, and another
Other

Method of creating microaerophilic environment (n = 400)

Commercial gas packs
Commercial gas packs and anoxomat
BBL Campy Pouch and evacuation and replacement 
BBL CampyPak and candle jar
Mitsubishi CampyGen or otherc
Evacuation and replacement
Anoxomat
Candle jar
No microaerophilic environment used
Other

204
2
150
6
1
2
5
16
1
10

344
2
3
1
1
32
6
7
1
3

(51.4)
(0.5)
(37.8)
(1.5)
(0.3)
(0.5)
(1.3)
(4.0)
(0.3)
(2.5)

(86.0)
(0.5)
(0.7)
(0.3)
(0.3)
(8.0)
(1.5)
(1.7)
(0.3)
(0.8)

411 laboratori che eseguono ricerche per 
Campylobacter.

 

In tutto, ci sono stati 106 gli algoritmi di test tra i 
214 laboratori con un profilo completo; 

Solo 16 laboratori sono stati pienamente aderenti 
alle linee guida esistenti.

http://cid.oxfordjournals.org/content/54/suppl_5/S440/T2.expansion.html#fn-6


(Navidad J.F. et al., JCM, 2014)

Target(s)

Summary of reference or “gold standard” methods

E. coli 
E. coli O157:H7 
Shiga toxins 
Salmonella spp. 
Shigella spp. 
Yersinia spp. 
Campylobacter spp. 

Vibrio cholerae

C. difficile (A/B toxins)
Cryptosporidium spp. 
Guardia lamblia
Entamoeba spp. 
Rotavirus A
Norovirus
Adenovirus 40/41

Reference method available at MHDLb Reference(s)a

Culture: MAC with sorbitol
API20E and ECO157 (slide)  H7 (tube)
Meridian Premier EHEC EIA kit (catalog no. 608096); real-time PCR (stx1  stx2)
Culture: XLD, MAC, SS, BS, BG  GN, Sel; API20E  serology (O and H antigens)
Culture: XLD, MAC, SS  GN, Sel; API20E  serotyping
Culture: Yersinia agar at 25°C; API20E, MIDI, MicroSEQ (16S sequencing)
Culture: Campylobacter agar at 42°C, Gram stain; catalase, oxidase, hippurate, 
indoxyl acetate,MIDI, MicroSEQ (16S sequencing)
TCBS and alkaline peptone broth; API20E, Gram stain, oxidase; 
MIDI, MicroSEQ (16S sequencing)
Cepheid Xpert C. difficile
Meridian EIA Crypto/Giardia (catalog no. 250050); microscopy
Meridian EIA Crypto/Giardia (catalog no. 250050); microscopy, trichrome stain
Microscopy, trichrome stain, CDC real-time PCR
CDC real-time RT-PCR
CDC real-time RT-PCR
CDC real-time RT-PCR

Additional laboratory-validated methods for confirmations are available at MHDL but not referenced in this table.
b MAC, MacConkey agar; XLD, xylose-lysine-deoxycholate agar; SS, Salmonella-Shigella agar; BG, brilliant green agar; GN, Gram-negative broth; 
MIDI, Sherlock Microbial
Identification System (Microbial Identification Inc. [MIDI]); TCBS, thiosulfate-citrate-bile-sucrose agar.

25, 26
25, 26
27, 28
25, 26
25, 26
25, 29

25, 30

25, 26, 31

32-33
32-34
27-35, 36
12
36
37

Le diagnosi di laboratorio delle GE sono basate su una combinazione di tecniche
convenzionali, inclusa la microscopia, la coltura, la rilevazione di antigeni e indagini
innovative molecolari (Real-time PCR singole).
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A: test EIA in parallelo al saggio colturale, con 
refertazione a prescindere dal risultato colturale 
B: test EIA in parallelo al saggio colturale, con verifica, 
nei casi discordanti (EIA positivi, coltura negativi)
C : test EIA come screening iniziale, seguito, in caso di 
positività, da una conferma colturale.



Sospensione fecale 

Estrazione 

Multiplex PCR Enteric Array

E.coli STEC 

E.coli EPEC 

C.difficile tossinogenico 

Giardia
Cryptosporidium

Entamoeba

Norovirus
Rotavirus
Adenovirus

Ascaris
Trichuris Astrovirus 

Sapovirus

Positivo 

Possibile algoritmo

Salmonella 

Identificazione fenotipica

Isolamento

Conferma sierologica
(sierogruppo)

Antibiogramma

Shigella 

Campylobacter

Yersinia 

Vibrio cholerae

2015



graduale migrazione dal paradigma "one test, one pathogen", 
verso approcci multiplex per la diagnosi di malattie infettive.

Metodi convenzionali di rilevamento microbico

Coltura-indipendentiColtura-dipendenti

Isolamento 
in piastra

Visualizzazione 
microscopica

Test 
biochimici

Immunodosaggio Metodo 
molecolare

Crescita delle tecnologie "omiche"



SAGGI MOLECOLARI MULTIPLEX 

RILEVAMENTO SINDROMICO DEI PATOGENI GASTROINTESTINALI 

SAGGI MOLECOLARI MULTIPLI PER CLASSE PATOGENI

Aeromonas
Campylobacter
Clostridium difficile
Clostridium perfringens
EAEC
EPEC
ETEC
STEC
E.coli O157
Listeria monocytogenes
Plesiomonas shigelloides
Salmonella
Shigella
Vibrio
Vibrio cholerae
Yersinia enterocolitica

◼

◼

◼

◼

◼

◼

◼

◼

◼

◼

◼

◼

◼

◼

◼

◼

◼

◼

◼

◼

◼

◼

◼

Adenovirus
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Enterovirus
Norovirus
Rotavirus
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(Zhang H., Clin Lab Med, 2016)



Assay
Turnaround 
Time

Throughput Set up Bacterial Targets Viral Targets Parasitic Targets

Applied BioCode GI 
Pathogen Panel (GPP)

4 h 96-well plate format Batched

Campylobacter spp.
Clostridium difficile toxin A and B
Salmonella spp.
Shigella/enteroinvasive E coli
Shiga-like toxin producing E coli, E coli O157
Enterotoxigenic E coli, Enteroaggregative E coli
Vibrio vulnificus, V. parahaemolyticus, and V. cholerae
Yersinia enterocolitica

Norovirus GI and GII
Rotavirus A
Adenovirus F40/41

Giardia lamblia
Cryptosporidium spp.
Entamoeba histolytica

BDMax Enteric Bacterial 
Panel

3 h 24 tests per instrument Batched
Salmonella spp.
Campylobacter spp.
Shigella spp./enteroinvasive E coli, Shiga toxin 1 and 2

BDMax Extended Enteric 
Bacterial Panel

3.5 h 24 tests per instrument Batched
Plesiomonas shigelloides
Vibrio vulnificus, V parahaemolyticus, and V cholerae
Enterotoxigenic E coli, Y enterocolitica

BDMax Enteric Viral Panel 3 h 24 tests per instrument Batched
Norovirus GI and GII
Rotavirus A, Adenovirus F40/41
Sapovirus, Human astrovirus

BDMax Enteric Parasite 
Panel

4.5 h 24 tests per instrument Batched
G lamblia
Cryptosporidium spp.
E histolytica

BioFire bioMérieux 
FilmArray GI Panel

1 h

1 test module per 
instrument (v2.0)
2–12 test modules per 
instrument (Torch)

On demand

Campylobacter spp.
C difficile
P shigelloides
Salmonella spp., Shigella spp./enteroinvasive E coli
Vibrio spp.
Enteroaggregative E coli, Enteropathogenic E coli
Enterotoxigenic E coli
Shiga-toxin like producing E coli, E coli O157

Adenovirus 40/41
Astrovirus
Norovirus GI and GII
Rotavirus
Sapovirus

Cryptosporidium
Cyclospora 
cayetanensis
E histolytica
Giardia

Hologic Prodesse ProGastro 
SSCS Assay

4 h 96 tests per plate Batched
Campylobacter spp., Salmonella spp.
Shiga toxin 1 and 2, Shigella spp.

Luminex Verigene Enteric 
Pathogens Test

2 h

1 test module per 
instrument (v1.0)
6 test modules per 
instrument (v2.0)

On demand

Campylobacter spp.
Salmonella spp., Shigella spp.
Vibrio spp., Y enterocolitica
Shiga toxin 1 and 2

Norovirus GI and GII
Rotavirus

Luminex xTAG GI Pathogen 
Panel

5 h 96 tests per plate Batched

Campylobacter spp.
C difficile
E coli O157, Enterotoxigenic E coli
Shiga-toxin like producing E coli
Salmonella spp., Shigella spp.
Vibrio cholera

Adenovirus 40/41
Norovirus
Rotavirus

Cryptosporidium
Entamoeba histolytica
Giardia

Multiplex GI panels, FDA-cleared Bard J.D., Clin Lab Med, 2020



• aumento di sensibilità (10-36%) 
• aumento prevalenza di patogeni
• spettro allargato

• alto valore predittivo negativo
• TAT ridotto

• screening per popolazioni a rischio
• screening in contesti epidemici

• rilevamento infezioni multiple
• positività per target multipli (colonizzazione)
• rilevamento basse cariche microbiche

• inclusione C.difficile 

• problematiche interpretative
• necessità di conferme

• impatto economico
• ricadute su degenza, endoscopie e radiografie
• prescrizione antibiotici



PANNELLI MOLECOLARI MULTIPLEX (GPP) PER PATOGENI GASTROENTERICI

• RAPIDITÀ DI ESECUZIONE (TAT RIDOTTI)

• RIDOTTO VOLUME DI CAMPIONE CLINICO 

• INDIPENDENZA DALLO «STATUS» DEL 
MICRORGANISMO 

• POSSIBILITÀ DI AUTOMAZIONE 

• ELEVATA SENSIBILITÀ

CAMBIAMENTI DI PARADIGMA

• DETERMINAZIONE IN ORE ANZICHÉ IN GIORNI 

• POSITIVITÀ PIÙ «ESTESE» - COINFEZIONI

• NON PIÙ UN TEST UN MICRORGANISMO (VISIONE 

PATOGENO-ORIENTATA VS VISIONE SINDROME-

ORIENTATA)

• RICADUTE SUL PIANO CLINICO 

• RICADUTE SUL PIANO ECONOMICO

• RICADUTE DI TIPO EPIDEMIOLOGICO

• RICADUTE SUL PIANO ORGANIZZATIVO

RICADUTE

NUOVI QUESITI

• QUESTI TEST POSSONO SOSTITUIRE I METODI TRADIZIONALI ?

• QUALI PANNELLI UTILIZZARE ? 

• LE PERFORMANCE VALGONO IL COSTO AGGIUNTIVO ? 

• I CLINICI COME RECEPIRANNO IL CAMBIAMENTO ? 



UTILIZZO DI PANNELLI MOLECOLARI MULTIPLEX – PANNELLI SINDROMICI (PS)

• QUALI PANNELLI UTILIZZARE ? 

• CON QUALI MODALITÀ

• QUANTO INTEGRATI E QUANTO SOSTITUTIVI

• COME INTERPRETARE I RISULTATI

• COME REFERTARE I RISULTATI 

La decisione su quale piattaforma commerciale 
utilizzare può dipendere da una serie di fattori
 
• le prestazioni dei test 
• il costo 
• il flusso di lavoro 
• il volume di produzione 
• la popolazione di pazienti da testare 

Strategia restrittiva: impiego riservato a particolari categorie di pazienti o a particolari 
condizioni ad elevata criticità
Strategia estensiva: utilizzo senza limitazioni in quanto ritenuti appropriati quali test 
diagnostici di prima linea.

Necessità di comprensione delle caratteristiche prestazionali del pannello: sensibilità e 
specificità per ciascun patogeno variabili (VPN e VPP subordinati alla prevalenza)

Possibilità di un trasporto asintomatico di alcuni enteropatogeni, comune in alcune aree 
geografiche e in differenti tipologie di soggetti (bambini vs adulti vs anziani).



Sessione 13
GASTROENTERITI INFETTIVE
REVISIONE DEL PERCORSO DIAGNOSTICO

Proposta di revisione 
dei percorsi diagnostici delle enteriti infettive
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A  Essendo piuttosto problematico, l’esame colturale viene indicato in campioni risultati positivi ad un test di screening 
molecolare per la presenza dei geni stx codificanti per le Shiga-tossine
Semina diretta: alcune gocce di sospensione fecale vanno seminate su terreni di coltura selettivi differenziali e/o 
cromogenici [McConkey + sorbitolo (SMAC)] per l’isolamento di E.coli O157:H7; variante di McConkey + sorbitolo contenente 
cefixime e tellurito (CT-SMAC), per rilevare stipiti di E.coli O157sorbitolo-negativi; CHROMagar O157 che rileva il 
sierogruppo O157; CHROMagar STEC che rileva O157 e altri sei sierogruppi prevalenti (O26, O45, O103, O111, O121, O145). 
Generalmente è preferibile un’incubazione in brodo di arricchimento (16-24 ore a 37°C) piuttosto che la semina diretta. 

COLTURA

A   La ridotta sensibilità e lo scarso valore predittivo negativo degli immunodosaggi per il rilevamento di antigeni di O157  ne 
limitano l’impiego diagnostico. Possono fornire viceversa un valido aiuto nella diagnosi di infezione da VTEC test 
immunoenzimatici, immunocromatografici per la ricerca nelle feci delle shiga tossine. I brodi di arricchimento risultati positivi 
per Sxt dovrebbero essere inviati ad un Centro di Sanità Pubblica per l’isolamento e la caratterizzazione. 

Immunodosaggio (EIA,IC)

Dosaggio molecolare

A    Sono sati sviluppati sistemi molecolari multiplex, così come pannelli sindromici (PS) in grado di rilevare geni Shiga-tossinici 
direttamente da campioni fecali o previo arricchimento in brodo. Questi sistemi potenzialmente molto sensibili possono 
garantire diagnosi rapide in grado di contribuire ad un approccio clinico-terapeutico più efficace e tempestivo soprattutto in 
situazioni a maggior rischio di complicanze (HUS). 
B   L’orientamento attuale è quello di ricorrere alla dimostrazione diretta della presenza nelle feci dei geni stx1 e stx2 
codificanti le Shiga tossine mediante test molecolari basati sulla real time PCR. Per il rilevamento di stx1 e stx2 è 
auspicabile l’utilizzo di un brodo di arricchimento, tipicamente brodo GN, inoculato e incubato a 37°C per una notte.

C  I principali STEC sierotipi vengono identificati mediante real time PCR per i sierogruppi più frequentemente associati 
all'infezione umana. 

 I test sierologici sono diventati uno strumento diagnostico utile e affidabile per le infezioni da STEC, soprattutto quando manca 
l'isolamento batterico. L'anticorpo sierico anti-STEC LPS, che può persistere per diverse settimane, ha un valore per la diagnosi.



• Impossibilità a distinguere tra i microrganismi vitali e non vitali o gli 
acidi nucleici residui, rilevabili anche per lunghi periodi di tempo dopo
dell’infezione.

• Possibile presenza di patogeni in uno “status” asintomatico, sub-clinico,
o di colonizzazione.

CRITICITÀ: RELATIVE AI PS 

• Impossibilità, in assenza di conferme colturali, di eseguire
antibiogrammi, e/o sub-tipizzazioni.

• Difficoltà di valutazione di dati costo-efficacia, in termini di impatto
sui costi di gestione di un paziente con diarrea.

• Possibili difficoltà interpretative: particolari microrganismi (es: EPEC,
sapovirus); coinfezioni.



• La progettazione di sistemi di reporting integrati richiede un'attenta riflessione, in 
particolare per i test multiplex.

• Il ruolo di Consultant da parte del Microbiologo clinico diventa di fondamentale 
importanza nell’interpretazione del dato microbiologico. 

• Ulteriori valutazioni e studi sono indispensabili per una corretta interpretazione dei 
risultati ottenuti con i pannelli Multiplex Real-time PCR nella diagnostica delle GI 
(studi controllati randomizzati).

• Vi sono delle responsabilità per un utilizzo appropriato di questi sistemi 
(Microbiologo – Clinico) e andrebbero stabilite regole per il loro utilizzo.

CONSIDERAZIONI - CONCLUSIONI

• Andrebbero potenziati sistemi di monitoraggio nel rapporto costo-benefici 
(Stewardship diagnostica e antimicrobica).

• Molti sistemi informativi non sono stati progettati per la gestione di risultati delle 
piattaforme multiplex. 



Grazie per l’attenzione
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