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Solo alcuni numeri..

 La sepsi ha una mortalità 5 volte più alta dell'ictus e 10 volte superiore a quella

dell'infarto.

 Si stima che nel mondo ogni TRE secondi un paziente muore per colpa di questa

sindrome, che colpisce 27 -30 milioni di persone ogni anno.

 Nell'Unione Europea l'incidenza è elevatissima: 377 casi ogni 100mila abitanti e la

sua frequenza è in aumento sia a causa dell'invecchiamento progressivo della

popolazione sia a causa della tipologia di pazienti presenti nei nosocomi

caratterizzati da patologie complesse e complicate da comorbilità.

4 milioni di bambini muoiono

ogni anno (con incidenze

maggiori nei paesi in via di

sviluppo)



Ed il fenomeno è in aumento



We're working to reduce that number by 20% by 2020. 



 Il problema è così sentito che lo scorso

che tutti gli il 13 settembre si celebra

“World Sepsis Day” con lo slogan “Stop

Sepsis Saves Lifes” con il

proposito di aumentare la

consapevolezza della popolazione, ma

stimolare anche gli addetti al

miglioramento della gestione dei pazienti.

 Il proposito è ambizioso e include la

riduzione del fenomeno del 20% entro il

2020.

I propositi..



Lotta integrata
 L’aggressione al fenomeno “sepsi” rappresenta uno

degli esempi più eloquenti di lotta integrata che
necessita la partecipazione attiva di varie figure del
sistema sanitario a partire dall’intensivista, includendo
necessariamente Microbiologo Clinico e Infettivologo
ed il clinico.

 Tuttavia per conoscere il problema occorre anche
misurarlo senza tralasciare nessun aspetto. Perché la
conoscenza consente anche di individuare un percorso
diagnostico virtuoso che ne possa contenere/ridurre gli
effetti dannosi.



Quale il piano d’azione

The Surviving Sepsis Campaign Resuscitation Bundle. Source: 

www.survivingsepsis.org. 



Cosa accade nella realtà
 Vari studi dimostrano che il tempo medio di intervento terapeutico

è 119 min (79-192 min)

 Che l’approccio è empirico

 Se inadeguato mortality 61.9% versus 28.4%, P 0.001

Daniels, J Antimicrob Chemother 2011; 66

David F. Gaieski Crit Care Med 2010 Vol. 38, No. 3 
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Mortalità aumenta del 7.6%per 

ogni ora di ritardo nella 

somministrazione di antibiotici



La lotta contro il tempo:

Speeding up clinical microbiology

 Il paziente settico lotta contro il tempo e con lui il clinico

ed il laboratorio

 Purtroppo i tempi lunghi della coltura non ci aiutano

 Il risultato del Gram ha un tempo medio di 12 h a partire

dalla raccolta del campione

 L’identificazione/ABG del patogeno 24-48 h



Quale il punto nodale…

 Disegnare un flusso di lavoro che consenta la

riduzione della latenza fra l’inizio dell’evento

settico e il risultato microbiologico clinicamente

utile

 Questo attraverso l’integrazione di tecnologie è

possibile



Clin Lab Med. 2013 Sep;33(3):705-29. doi: 

10.1016/j.cll.2013.03.004.



E allora?
 Metodi molecolari (MALDI TOF based, PCR based, 

microarray, sequencing)

 Antibiogramma clinico

The changing role of laboratory medicine in clinical decision support 

during management of septicaemia. Timothy J J Inglis 2013



Mezzi alla portata di tutti
 Esistono varie strategie tutte efficaci, e per tutte le 

tasche

Accellerare la coltura e

Accellerare ID e AST  

Accellerare ID e AST uso 

combinato di tecnologie di 

alto livello



Sub-coltura delle Emocolture Positive

Talvolta la subcoltura tradizionale fallisce…





Isolati ottenuti solo con HB&L non da coltura (nei 44 campioni)



Ma il sistema del light scattering in tutte 

le sue versioni….

Aiuta anche nell’accellerare e aumentare la carica microbica
utile a partire dai nostri brodi di coltura ci pone nella condizione
d’eseguire in 1-2h un ID tradizionale (o un ID MALDI TOF
based) o meglio ancora un antibiogramma sia esso tradizionale
o accellerato



30 ° rileva tutte le

particelle = Sensibilità

90 ° selettivo per forma e

dimensione =specificità

Segnale 

a 30°

Segnale 

a 90°
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 La tecnologia del light scattering usata anche per
portare a giusta carica un campione (Mc Farland
Monitor):

 Come valutazione della turbidimetria di un
campione espressa in Mc Farland

 Questo consente da flacone positivo di ottenere
nell ’ arco di 1 ora una sospensione batterica
sufficiente per eseguire identificazione biochimica
ed antibiogramma con metodo tradizionale, senza
passare per antibiogrammi preliminari





Arrivare prima con la farmaco 

sensibilità: Perché?



Novità introdotte
 Maldi TOF



Il principio su cui si basa la spettrometria di massa è la possibilità di separare

una miscela di ioni in funzione del loro rapporto massa/carica generalmente

tramite campi magnetici statici o oscillanti. Tale miscela è ottenuta ionizzando le

molecole del campione, principalmente facendo loro attraversare un fascio di

elettroni ad energia nota. Le molecole così ionizzate sono instabili e si

frammentano in ioni più leggeri secondo schemi tipici in funzione della

loro struttura chimica.





Il suo impatto





Quanto impatta un risultato

sulla

modifica/assestamento

della terapia e quindi

outcome del paziente.

Tanto più precoce e tanto

più specifico = migliore

terapia

Percentuale di impatto 





Ma a metà della scala…
 FISH technology



Di cosa si tratta
 bbFISH è l’acronimo di beacon based FISH ( Fluorescent 

in situ hybridization )



Il target
 Porzioni conservate 16S rDNA

 Si esegue direttamente su campione di emocoltura positiva

 Tempo di processazione circa 30-45 min

 Grande vantaggio, rispetto alla FISH tradizionale i
tempi/temperatura di annealing e le caratteristiche insite nei
beacon che non annealati si richiudono su se stessi e
evitano i problemi di interferenza aspecifica nella fluorescenza
(mancano i lavaggi)



Esperienza bbFISH

 Abbiamo condotto, sempre nell’ottica di contrarre i tempi

di refertazione delle emocolture uno studio, in parallelo

fra il nostro centro ed un altro ospedale del Nord Italia

 Si trattava di provare e di calare nelle realtà dei due

ospedali un innovativo sistema basato sulla tecnologia

bbFISH



I saggi 
 In totale nei due centri sono state processate of 558

emocolture (377 positive e 181 negative)

positiva
negativa



Ma quale il goal dello studio

 Oltre a valutare le performances del sistema

 Vedere come la sua introduzione agisse sul TAT di centri

con caratteristiche diverse



I due centri
Uno aperto H 12 (7.30-20.00)

7 giorni su 7 

Ma laureato assente la domenica

Uno aperto 8.00-15.00 dal 

lunedì al venerdì

BMC Microbiol. 2014 Apr 22;14(1):99. doi: 10.1186/1471-2180-14-99.

Beacon-based (bbFISH®) technology for rapid pathogens identification in blood cultures.

Sakarikou C, Parisato M, Cascio GL, Fontana C1.



Il metodo



Workflow
Per evidenziare le criticità dell’assenza del microbiologo
dal laboratorio

 Il primo centro ha arruolato tutte le emocolture
consecutivamente positive (incluse quelle positivizzate
la domenica)

 Il secondo centro ha incluso solo quelle positivizzate
durante la presenza del laureato

 Questa differenza che poteva sembrare un errore ci ha
in realtà consentito di valutare il reale impatto del
metodo



I risultati
 

Turn Around TimeExpressed in hours 
Hospital of 

Rome 

Hospital of 

Verona 

Mean value between the 

hospitals 

 

Average TAT bbFish®  (h)  

 

8.9 

 

1.5 

 

5.2 

 

Average TAT of traditional culture 

method (h) 

 

38.8 

 

48.5 

 

43.65 

 

Two tailed p-value 

0.0001  

 

Δ (earlier diagnosis) (h) 
29.9 47.0 38.45 

 

Sakarikou C, Parisato M Lo Cascio G, Fontana C.

BBFISH technology for rapid pathogens identication in Blood Culture. BMC Microbiology. 2014 



Sul penultimo gradino
 Film Array





Sapere che in nostro germe si

chiama K.pneumoniae e che KPC

produttore in un’ora dalla positività

del flacone impatta sulla terapia in

maniera importante!



Indicazioni rapide su AST



Emocoltura mista 

E.coli

Enterococcus 

(gallinarum)



Ma esistono molti altri metodi



A partire da BC o sangue



Con diverso TAT



Che impattano su vari aspetti



Metodi molecolari
 Facendo un distinguo importante:

 Quelli da flacone positivo (FISH, MALDI TOF,

MICROARRAY ecc)

 Quelli diretti da sangue (Real Time PCR e

derivati)



Salto nel futuro



Da emocoltura
 Oltre al film array

 GenMark (e-sensor)

 Master diagnostica





Principio





Rilevazione Bioelettrica in 

diagnostica molecolare



MASTER DIAGNOSTICA 

Ditta produttrice strumento e kit: Master Diagnostica 

(Spagna-Granada) Ditta distributrice in Italia: 

ABANALITICA (Italia-Padova) 

 sfrutta il sistema REVERSE DOT-BLOT: il DNA target

amplificato, viene fatto ibridizzare con delle sonde

complementari al gene target, fissate su un supporto

detto appunto Chip

 Il kit permette di identificare almeno 36 specie di

patogeni tra batteri, miceti e 20 geni per la resistenza

agli antibiotici.



Identifica



Le resistenze



I passaggi
 Si parte da un campione di emocoltura positiva 

 Non è richiesta estrazione, infatti le alte temperature dei 

primi cicli di PCR sono sufficienti per lisare le cellule. 

 E’ richiesto un comune termociclatore end-point per 

l’amplificazione del campione 

 Mix 1:contiene i primers per i geni batterici ed i geni per la 

resistenza a: meticillina (mecA); vancomicina (vanA e vanB); 

beta-lattamasi (blaSHV, blaCTX-M); 

 Mix 2: primers geni per la resistenza ai carbapenemici



La strumentazione
 hybrispot 24 fino a 24 campioni 

 Completamente automatico 

 Non necessita di materiali di consumo 

 Reagenti contrassegnati da codici a barre, letti dallo strumento 

 Consente di effettuare 2 protocolli insieme 

 Provvisto di lampada UV 

 Primo step: preleva la soluzione di ibridazione e l’amplificato 

 Durata protocollo ibridazione: circa 60 min per analizzare 12 campioni 

 L’ago dispensatore viene lavato con un’apposita soluzione di lavaggio ogni volta che 

 dispensa un campione 







I risultati
 Al termine del protocollo, hybrispot 24 acquisisce una 

foto di ogni chip ed il software elabora l’immagine. 

 Gli spot che si creano sul chip sono dovuti all’avvenuta 
ibridazione tra le sonde fissate sul chip ed il DNA del 
campione amplificato.





I sistemi da sangue
 Roche 

 T2MR 

 Seegene

 Iridica



Test diretti da sangue



Septifast Roche
 E’ stato il primo metodo sul mercato

 È relativamente rapido (6h) ma non ha accesso 

random per cui il secondo paziente va in coda

 Relativamente costoso

 Continuerà la produzione?



Target complementary capture probe B

Target complementary capture probe A

Add sample

(i.e., blood containing

target DNA gli ampliconi sono ottenuti 

mediante pcr asimmetrica )

~2 ml 

blood

sample

Blood cell lysis

& Candida cell

concentration Remove

supernatant

Lyse

Candida

cells

PCR

lysate

Aliquot &

hybridize

with

particles

T2 detection

Il DNA target, se presente, forma degli ibridi con le nanoparticelle che

interagiscono tra loro formando dei grappoli. Aumentando di volume le

nanoparticelle variano la loro carica magnetica, Questa variazione

agisce alterando il campo magnetico delle molecole di acqua presenti. La

misura di questa variazione permette la rivelazione del target. La variazione

del campo magnetico e’ proporzionale alla concentrazione dell campione e

viene misurato come una qulasiasi NMR.

Oligonucleotide probe

nanoparticella 

magnetica

nanoparticella 

magnetica

Oligonucleotide probe

Risonanza magnetica in laboratorio: 

biosensori combinati con la 

nanotecnologia



T2 candida e T2 Bacteria The T2Candida Panel provides a species-specific 

result in 3 to 5 hours with no blood culture, enabling physicians to make 

timely treatment decisions to reduce adverse outcomes, patient mortality 

and costs.

http://www.t2biosystems.com/t2candida/


Seegene

6 h







Sistema iridica



Mettere scansione PCR/ESI-MS Process

PCR coniugata con Electrospray Inonizaton Mass 

Spectrometry (PCR/ESI-MS Process)

Multiplex PCR (broad range primer che si legano a regioni conservate lungo il

DNA batterico, virale e fungino amplificando regioni variabili all’interno di esse)

ESI-MS misura la massa degli ampliconi ed i cambi di massa dovuti a singole

differenze di nucleotidi (a monte per creare il database ogni frammento è stato

sequenziato quindi ad ogni possibile massa corrisponed una sequenza)

Algoritmo compara la composizione degli ampliconi ai profili noti presenti nel

database IRIDICA





Vantaggi e Criticità
 Eccelente pannello di identificazione

 Tempi discreti (6h)

 Stanno implementando ABG clinico

 Molto costoso

 Molto ingombrante



Conclusioni

 Il fenomeno sepsi è in aumento

 Non ci dobbiamo far trovare impreparati

 Dobbiamo mettere in campo tutte le nostre risorse e competenze

 Ma dobbiamo farlo in modo intelligente spendendo e innovando (in 
continuo) se, quando e dove necessario 

 Senza pensare che il nuovo sia da utilizzare sempre e comunque, 
ma va calato nella singola realtà, senza dimenticare che alcune volte 
semplici soluzioni sono altrettanto efficaci

 Questo è il “take home message” del nostro percorso rivisto


