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ANCORA OGGI I TEMPI NECESSARI PER GIUNGERE ALLA 
IDENTIFICAZIONE DEL PATOGENO E AL RILEVAMENTO DELLE RELATIVE 

RESISTENZE, IMPLICANO UNA TERAPIA ANTIBIOTICA EMPIRICA AD 
AMPIO SPETTRO

QUESTO COMPORTA 

✓ UN AUMENTATO RISCHIO DI  EFFETTI COLLATERALI AVVERSI;

✓ FAVORISCE L’INSORGENZA DI RESISTENZA AI FARMACI ANTIBATTERICI;

✓ INDUCE UN GENERALE INCREMENTO DELLA MORTALITÀ;

✓ AUMENTA I COSTI GESTIONE DEI PAZIENTI. 
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Per migliorare l’impatto clinico dei risultati microbiologici, 
l’obbiettivo più importane da perseguire è la riduzione del 

tempo di risposta
CamporeseA. InfMed2004;12:118-125

In the case of the most serious bloodstream infections,
speed is of the essence.

Blood culture is not an ideal gold standard: the results
come too late, are potentially misleading, to the point
where the recommendations are to ignore them in
many cases.

Molecular method is sufficiently rapid, accurate and
informative, and should be the long-term objectives for
diagnosis of bloodstream infections.
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TEST MOLECOLARI

✓RIDUZIONE DEL TEMPO DI RISPOSTA

✓AIUTO NELLA SORVEGLIANZA SANITARIA

✓IDENTIFICAZIONE DI PATOGENI «DIFFICILI»
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BIOLOGIA MOLECOLARE E INFEZIONI DEL SNC



LIQUOR

CHIMICO FISICO

GRAM

BINAX 

ANTIGENI CAPSULARI

COLTURALE  
EMOCOLTURE

NAT (amplificazione 
acidi nucleici)
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PROFILO:
ENTEROVIRUS
HSV 1,2 – HHSV6
EBV
VZV
CMV



ESAME MICROBIOLOGICO – CRITICITA’

VETRINO - GRAM

✓ MENINGITE BATTERICA → Gram: positivo nel 75% dei pazienti NON TRATTATI

✓ MENINGITE VIRALE → Gram NEGATIVO

ESEME COLTURALE → CONDIZIONI PER UN CORRETTO RISULTATO

✓ Germe vivo 
✓ Non terapia antibiotica precedente 
✓ Terreni di coltura adeguati 
✓ Trasporto rapido (poche ore)
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ESAME MICROBIOLOGICO – CRITICITA’

LA SENSIBILITÀ SCENDE SOTTO IL 50% NEI PAZIENTI GIÀ IN TERAPIA ANTIBIOTICA

TRATTAMENTO 
ANTIBIOTICO 

SENSIBILITÀ

NO 36-94% 

SI <10%
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RISULTATO ESAME COLTURALE HA UN TEMPO >=10 ORE



COSA AVEVAMO A DISPOSIZIONE PER SODDISFARE 
“THE NEED FOR SPEED”???

La ricerca degli antigeni solubili 
✓è veloce 
✓Spesso è negativa o genera falsi positivi

Binax - test immunocromatografico
su membrana realizzato per rilevare 
l'antigene solubile dello 
Streptococcus pneumoniae nelle 
urine e nel Liquor
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GLI AGENTI EZIOLOGICI DI INFEZIONI DEL SISTEMA NERVOSO 
CENTRALE SONO PIÙ DI 100 → per lo più VIRALI

TEST SIEROLOGICI 
non offrono una risposta rapida 

✓spesso richiedono 2-4 settimane dopo l'infezione acuta per lo
sviluppo di un aumento diagnostico in titoli anticorpali



AMPLIFICAZIONE DELL’ACIDO NUCLEICO (NAT)

✓ da più di 10 anni
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in grado di evidenziare direttamente la presenza di materiale 
genetico del virus

tecniche in grado di moltiplicare (amplificare) anche quantità 
estremamente piccole di tale materiale per poi identificarlo e 

quantificarlo.



PCR Real Time (Polymerase Chain Reaction)

Esistono due tipi di test PCR:

✓ PCR qualitativa si limita soltanto a rilevare la presenza di quel 
particolare tipo di materiale genetico virale.

✓ PCR quantitativa, per misurare la viremia o carica virale, cioè per 
sapere quante copie virali ci sono nell'unità di volume nel 
materiale.

✓ aumento della sensibilità(> 99%) e specificità alta (> 99%)
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PCR Real Time
• DIAGNOSI DI MENINGITE BATTERICA 

✓Rapidità (tempi diagnostici ridotti) 

✓Elevata specificità 

✓Elevata sensibilità 

✓Buona riproducibilità 

✓Meno dipendente dalla terapia :

✓Sensibilità PCR pre ATB: 
88.7% post ATB: 58.1%                           

✓Coltura pre ATB: 69.8% post 
ATB: 29%
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PCR Real Time

• DIAGNOSI DI MENINGITE VIRALE

✓in fase iniziale, un parametro indiretto dell’estensione lesionale

✓in corso di malattia, indicazioni sulla prognosi e sull’efficacia della terapia 
(monitoraggio clinico-terapeutico)

NB → per gli Enterovirus e i Parvovirus B19 è l’unica tecnica disponibile

Diversi studi hanno suggerito che il numero di copie di acido nucleico virale (viral
load) può essere un MARKER PER LA GRAVITÀ DELLA MALATTIA e può AIUTARE A
PREDIRE L'ESITO DELL’INFEZIONE

E. Carbonnelle / Médecine et maladies infectieuses 39 (2009)Rothman/ Acad.Emerg.Med. 17 (2010)
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SVANTAGGI

• COSTI → SERVICE presso altra struttura
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• TEMPI DI RISPOSTA

• RICHIESTA “A TAPPETO” 
✓è finanziariamente onerosa e produce, di solito, risultati negativi



10 maggio 2019 17



FILM ARRAY - 2017

RACCHIUDE IN UN UNICO SUPPORTO
✓ESTRAZIONE E PURIFICAZIONE degli acidi nucleici con biglie magnetiche
✓AMPLIFICAZIONE tramite nested multiplex PCR 
✓RILEVAZIONE della positività mediante ibridazione su array

PCR QUALITATIVA

FILMARRAY È UN DI SPOSITIVO MINIATURIZZATO
✓SEMPLICE
✓VELOCE
✓SICURO

Prevede una PCR “nested” →maggior specificità
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Multiplex PCR 

✓RICERCA E IDENTIFICA PIÙ VIRUS E BATTERI SIMULTANEAMENTE

✓IDEALE PER INFEZIONI AD EZIOLOGIA MULTIPLA

✓DIFFERENZIAZIONE FRA MENINGITE BATTERICA E VIRALE IN POCO TEMPO 

✓OTTIMI VALORI DI SENSIBILITÀE SPECIFICITÀ
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LIQUOR

CHIMICO FISICO FILM ARRAY

NAT per EBV

NAT per 
monitoraggio terapia

COLTURALE  
EMOCOLTURE

STOCK
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QUANDO ESEGUIRE IL FILM ARRAY
• ETÀ COMPRESA TRA 0 E 30 GIORNI (RANGE DI NORMALITÀ: 0-27 CELLULE) 

✓Conta cellulare > 27 cellule: range patologico, validazione a carico del 
dirigente, si raccomanda l’esecuzione del test mediante FilmArray

• ETÀ COMPRESA TRA 1 MESE E 16 ANNI (RANGE DI NORMALITÀ: 0-7 CELLULE) 

✓Conta cellulare >=50: range marcatamente patologico, validazione a carico 
del dirigente, si raccomanda l’esecuzione del test mediante FilmArray

• ETÀ > 16 ANNI (RANGE DI NORMALITÀ: 0-5 CELLULE) 

✓Conta cellulare >=50: range marcatamente patologico, validazione a carico 
del dirigente, si raccomanda l’esecuzione del test mediante FilmArray
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FilmArray Meningitis/Encephalitis (ME) Panel
Test diagnostico qualitativo multiplex in vitro in grado di rilevare ed identificare gli acidi 

nucleici di 14 potenziali patogeni per il SNC
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SVANTAGGI

COSTI
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VANTAGGI
TEMPI DI RISPOSTA

EVITA RICHIESTA “A TAPPETO”
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Pz ONCOLOGIA anni 81

Liquor in laboratorio ore 22:17 → esecuzione conta cellule →WBC = 33 

esecuzione FILMARRAY risulato ore 1:20 →Cryptococcus neoformans/gattii

COLTURALE → SEMINA →LETTURA 24h→MALDI identificazione da patina 24h

→ VITEK – YEAST 48h

COSTO FILMARRAY → CIRCA 150 EURO

RISPARMIO→ CIRCA 465 per NON ESECUZIONE PANNELLO VIRALI DNA

CASO CLINICO 1
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PZ NEUROLOGIA anni 46
Liquor in laboratorio ore 11:00 → esecuzione conta cellule 

WBC = 10 → FILMARRAY

Contattato Neurologo → segni clinici e TAC → FILMARRAY

VARICELLA ZOSTER

COSTO FILMARRAY → CIRCA 150 EURO
RISPARMIO→ CIRCA 370 – NON ESECUZIONE PANNELLO VIRALI DNA

ESECUZIONE → VARICELLA DNA PER VALUTAZIONE QUANTITATIVA E 
MONITORAGGIO TERAPIA

CASO CLINICO 2



BIOLOGIA MOLECOLARE E SORVEGLIANZA 
SANITARIA

LE INFEZIONI CORRELATE ALL’ ASSISTENZA, PREVALENTEMENTE 
CONTRATTE IN AMBIENTE OSPEDALIERO, RAPPRESENTANO UNA VERA E 

PROPRIA EMERGENZA SANITARIA E DI SALUTE PUBBLICA.

RIDURRE IL TAT
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BIOLOGIA MOLECOLARE E SORVEGLIANZA 
SANITARIA

E’ POSSIBILE ERADICARE O CONTENERE FORTEMENTE LA DIFFUSIONE 

ATTRAVERSO INTERVENTI AGGRESSIVI DI CONTROLLO DELLE INFEZIONI IN 
AMBITO SANITARIO, 

MIRATI A IDENTIFICARE TEMPESTIVAMENTE:

1. CASI DI INFEZIONI CLINICAMENTE MANIFESTE 
2. COLONIZZATI 

ADOTTARE TEMPESTIVAMENTE MISURE STRINGENTI DI CONTENIMENTO DELLA 
DIFFUSIONE.
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INFEZIONI OSPEDALIERE

CARBA

C.DIFFICILE
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TEST DI SCREENING
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48 ORE



Genexpert come TEST DI SCREENING
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48 MINUTI



L’INFEZIONE DA CLOSTRIDIUM DIFFICILE (CDI) RAPPRESENTA LA PRINCIPALE CAUSA DI MALATTIA 

GASTROINTESTINALE OSPEDALIERA E DI DIARREA ASSOCIATA ALL’USO DI ANTIBIOTICI. 

Come per altre infezioni sanitarie, CDI incide significativamente sui costi per il Sistema Sanitario:

1. tempi di ospedalizzazione più lunghi e si rendono inoltre necessarie

2. indagini diagnostiche aggiuntive,

3. pratiche di isolamento

4. farmaci.

NECESSITÀ DI UNA DIAGNOSTICA AFFIDABILE E RAPIDA E DAI COSTI CONTENUTI AL FINE DI GARANTIRE 

UNA GESTIONE DEL PAZIENTE CHE SIA NON SOLO APPROPRIATA, MA ANCHE TEMPESTIVA.
10 maggio 2019
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Genexpert come TEST DI CONFERMA

 

 

CAMPIONI  
DA PROCESSARE 

318 

GDH NEGATIVO 
266=83.5% 

GDH POSITIVO 
52=16.5% 

 

TOX A\B QUICK CHEK 
NEGATIVA 
22=6.9% 

TOX A\B QUICK CHEK 
POSITIVA 
30=9.4% 

 

TEST MOLECOLARE 
NEGATIVO 

4=1.2% 

TEST MOLECOLARE 
POSITIVO 
18=5.7% 

 

REFERTARE : RICERCA NEGATIVA REFERTARE : RICERCA POSITIVA 
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Genexpert - MICOBATTERI
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2 ORE



Genexpert - MICOBATTERI
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Genexpert - MICOBATTERI

• ESECUZIONE UN CAMPIONE ALLA VOLTA

• RIDUZIONE DEI TEMPI DI RISPOSTA

• EVITA CONTAMINAZIONI

• VERIFICA SE IL CEPPO DI BACILLI DELLA TUBERCOLOSI SIA O MENO 
RESISTENTE AL PIÙ COMUNE FARMACO UTILIZZATO PER IL TRATTAMENTO 
DELLA TUBERCOLOSI, LA RIFAMPICINA.
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Genexpert
AUTOMATIZZA LE FASI DI PREPARAZIONE DEL CAMPIONE ESEGUENDO TUTTI 

GLI STEP NECESSARI ALL’ ESTRAZIONE ED ALLA REAL TIME PCR, MEDIANTE UN 
SISTEMA AVANZATO DI CARTUCCIA MICROFLUIDICA. 
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LA BASE DI QUESTA TECNOLOGIA SONO LE CARTUCCE BREVETTATE 
MONOUSO CHE NELLE DIFFERENTI CAMERE CONTENGONO TUTTI I 
REAGENTI IN FORMA LIOFILIZZATA NECESSARI ALL’ ESTRAZIONE  E L’ 

AMPLIFICAZIONE IN  REAL TIME PCR DEL TARGET. 

LA CARTUCCIA DEVE ESSERE RICOSTITUITA ALL’ INIZIO DELL’ 
ESPERIMENTO AGGIUNGENDO NELLE DIVERSE CAMERE LE SOLUZIONI 

FORNITE CON LA CARTUCCIA STESSA 
(UNICO STEP MANUALE DELLA METODICA UNICO STEP MANUALE DELLA METODICA). 
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IL SOFTWARE DEL GENEXPERT È COMPLETAMENTE 
AUTOMATICO ED ELIMINA LE PROBLEMATICHE RELATIVE 

ALLA SOGGETTIVA INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI. 

RISULTATI QUALITATIVI SONO VISUALIZZABILI 
MEDIANTE LE CURVE DI REAL REALTIME PCR CHE 

APPAIONO A MONITOR PER OGNI MODULO DELLO 
MONITOR DELLO STRUMENTO. 
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SVANTAGGI

COSTI
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BIOLOGIA MOLECOLARE E PATOGENI DIFFICILI
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Bordetella pertussis
NELLE INDICAZIONI FORNITE DALL’ECDC E DAI CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND 

PREVENTION (CDC) DEGLI USA SI RACCOMANDA UNA COMBINAZIONE DI SAGGI DIAGNOSTICI:

✓ in presenza di tosse fino a 2 settimane si 
suggerisce l’utilizzo simultaneo di coltura e 
PCR; 

✓ in presenza di tosse da 2 a 4 settimane la 
PCR e il dosaggio delle IgGPT nel siero; 

✓ in presenza di tosse per più di 4 settimane i 
saggi sierologici permettono una corretta 
diagnosi



BIOLOGIA MOLECOLARE E PATOGENI DIFFICILI

LA COLTURA 

✓specifica quasi al 100%; 

✓la sensibilità può raggiungere il 56% all'inizio del decorso della patologia, ma 
decresce nel tempo ed è inferiore nei pazienti sottoposti a terapia antimicrobica o 
precedente vaccinazione; 

✓sono necessari terreni speciali e tempi da 7 a 14 giorni
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Bordetella pertussis



BIOLOGIA MOLECOLARE E PATOGENI DIFFICILI

SIEROLOGIA

✓richiede un intervallo di almeno 4 settimane tra i prelievi di campione e non è utile 
ai fini della diagnosi immediata. 

✓I test sierologici a campione singolo per le IgG contro la tossina della pertosse sono 
stati sviluppati per fini di ricerca, ma devono essere eseguiti almeno 2 settimane 
dopo la comparsa dei sintomi. 

✓Sono disponibili inoltre test sierologici per la pertosse, che utilizzano reagenti 
disponibili in commercio, ma essi non sono validati per l’uso clinico e potrebbero 
non evidenziare la differenza tra un’infezione recente e una remota o la 
vaccinazione 
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Bordetella pertussis



IL TEST È UN SISTEMA DI AMPLIFICAZIONE E RILEVAMENTO BASATO SULLA 
REAZIONE POLIMERASICA A CATENA (PCR) IN TEMPO REALE

SFRUTTA UNA SONDA-PRIMER FLUORESCENTE BIFUNZIONALE PER IL 
RILEVAMENTO E LA DISCRIMINAZIONE DEL DNA 

✓Bordetella pertussis: Insertion Sequence IS481 
d il promotore della tossina (ptxP).

✓Bordetella parapertussis: Insertion Sequence IS1001

TAMPONI NASOFARINGEI

Simplexa Bordetella Universal Direct 
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BIOLOGIA MOLECOLARE ALTRE APPLICAZIONI……..
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BD MAX™ Enteric Bacterial Panel

The BD MAX™ Enteric Bacterial Panel detects over 90% of bacteria
causing infectious gastroenteritis, including Salmonella spp., Shigella

spp./enteroinvasive Escherichia coli (EIEC), Campylobacter spp. 
(jejuni and coli) and Shiga toxin producing organisms (STEC, Shigella
dysenteriae).3 The BD MAX Enteric Bacterial Panel provides results

in approximately 3 hours, significantly reducing time-to results while
streamlining laboratory operation



Nuovi scenari
Tutta la diagnostica virologica diretta è già ora molecolare

Più del 70% della diagnostica batteriologica diretta sarà molecolare a medio 
termine (max 5-7 anni), al ricambio strumentale/tecnologico attuale: 

• Sepsi 
• Meningiti 
• Diarree infettive 
• Malattie sessualmente trasmesse 
• Infezioni delle vie respiratorie 
• Controllo ICA (C.difficile, MRSA) 
• Diagnostica alertorganisms(C.difficile, micobatteri, MDR) 

L’automazione delle diverse fasi analitiche molecolari è già una realtà, in forte 
implementazione a breve/medio termine. 

POCT molecolari per urgenza/emergenza già disponibili.
10 maggio 2019
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I VANTAGGI DELL’AUTOMAZIONE TOTALE IN 
MEDICINA MOLECOLARE

I più recenti sistemi analitici in totale automazione dedicati 
alla diagnostica molecolare sono in grado di migliorare 

l’efficienza del flusso di lavoro, dall’allestimento del 
campione, all’amplificazione e alla rivelazione.
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SVATAGGI → COSTO →MA COSTI OUTCOME ?
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