


profilo tassonomico profilo funzionale

Campioni clinici o ambientali (tamponi 
superficie, filtri, ecc) contenenti batteri

Estrazione di DNA genomico

Amplicon metagenomic sequencing
(16S rRNA gene: bacteria) 

Whole-genome shotgun
metagenomic sequencing

Amplificazione e sequenziamento di
16S rDNA 

Analisi Bioinformatica

• Allineamento
• Classificazione
• Operational taxonomic unit  analysis
• Analisi filogenetica

Frammentazione del DNA, 
costruzione di  paired-end libraries, 

sequenziamento di miscele 

eterogenee di DNA

Analisi Bioinformatica

• Assegnazione funzionale delle reads
• Identificazione di vie metaboliche e 

funzioni geniche arricchite 
• Metagenomica comparativa

Quali batteri 
sono presenti?

Cosa sanno fare 
questi batteri?

o

L’approccio NGS ci permette di 
analizzare….
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‐ evidenza radiologica di megacolon tossico o perforazione intestinale (ecografia o radiografia 

addominale (abdominal CT scan or X-ray) 

‐ presenza di colostomia 

‐ controindicazioni alla colonscopia 

‐ grave malattia in corso a prognosi infausta nel breve/medio periodo 

‐ qualsiasi condizione per la quale, secondo il medico, il trapianto di MFU metta a rischio la 

salute del paziente  

‐ gravidanza 

‐ storia di ipersensibilità al macrogol contenuto nelle preparazioni colonscopiche 

Donator i  

Selezione del donatore 

Numerose evidenze dimostrano come non ci sia differenza fra donatori consanguinei e donatori 

non consanguinei in termini di efficacia e sicurezza, almeno quando il MFU è utilizzato per 

trattare l’infezione da CDI.  

Prima della donazione è necessario fornire adeguate informazioni al donatore e deve essere 

acquisito il consenso informato dello stesso e il consenso al trattamento dei dati personali, come 

previsto dalla normativa vigente sulla privacy. 

Prima della donazione di MFU è necessario un accurato screening del soggetto per evitare la 

trasmissione di malattie ai pazienti che consiste in tre procedure fondamentali: 

1. screening iniziale tramite questionario preliminare; 

2. screening tramite esami bioumorali (siero e feci) dei soggetti risultati idonei al questionario; 

3. valutazione finale tramite questionario e test molecolare rapido per i principali patogeni 

enterici sul campione fecale il giorno stesso della donazione. 

È fortemente consigliato lo screening del profilo di microbiota fecale e la comparazione del profilo 

tra donatore e ricevente.  

1. Screening iniziale tramite questionario preliminare 

Il questionario preliminare deve investigare tre principali aspetti:  

1a) storia nota o fattori di rischio per malattie infettive;  

1b) storia di malattie gastrointestinali, metaboliche, neurologiche;  

1c) utilizzo di farmaci/sostanze che possono alterare il microbiota intestinale.  

1a) Storia nota o fattor i di  r ischio per  malattie infettive 

 Storia nota o esposizione a HIV, HBV o HCV, sifilide, virus umano T-linfotropico I e II, 

malaria, tripanosomiasi, tubercolosi 

 Infezione sistemica nota non controllata al momento della donazione 

 Uso di droghe e/o sostanze illegali 

 Comportamenti sessuali a rischio (rapporti/contatti sessuali occasionali/anonimi, 

INDICAZIONI DEL CENTRO NAZIONALE TRAPIANTI

Cosa ci indicano le linee guida ministeriali..
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selezione dei pazienti e dei donatori, della somministrazione di FMT e del follow-up dei pazienti.   

È necessario inoltre che all’interno dell’azienda siano presenti un servizio di endoscopia, un locale 

dedicato alla preparazione di MFU, un laboratorio di microbiologia responsabile della 

preparazione e del rilascio del MFU per la procedura di FMT e che sia assicurata una consulenza 

infettivologica o l’accesso a un reparto di malattie infettive. 

1. Requisiti della struttura clinica 

Devono essere disponibili stanze di degenza o ambulatoriali dedicati nonché un’attività 

ambulatoriale dedicata per la gestione clinica dei donatori e dei riceventi. 

Il centro di FMT deve documentare i trattamenti di FMT effettuati attraverso la registrazione delle 

procedure, comprensive dei dati relativi ai pazienti/donatori, alla preparazione del MFU e alla 

qualità del prodotto finale e i risultati in termini di efficacia e di sicurezza del trattamento. 

2. Requisiti laboratoristici 

Il laboratorio di microbiologia deve assicurare: 

✓ l’utilizzo di metodiche di Next generation sequencing (NGS) per la definizione del profilo di 

microbiota del donatore, che insieme alle caratteristiche cliniche, indirizzi nella scelta del 

donatore idoneo; 

✓ la gestione in qualità del processo di laboratorio mediante tecniche convenzionali e molecolari 

per lo screening infettivologico sul donatore e sul materiale da infondere, comprensivo dei test 

rapidi per l’individuazione dei più importanti patogeni responsabili di patologie 

gastrointestinali; 

✓ la partecipazione a controlli di qualità interni ed esterni (VEQ), con esito positivo, e 

l’implementazione di un sistema di gestione della qualità a garanzia del massimo grado di 

sicurezza e qualità microbiologica del prodotto. 

3. Requisiti del locale per  la preparazione di FM T  

✓ Il Centro FMT deve disporre di un locale/area dedicato al controllo, alla lavorazione e alla 

distribuzione del FMU nel rispetto dei requisiti di qualità e sicurezza previsti dal d.lgs. 191/07 

per le suddette fasi; 

✓ le attività di preparazione del FMU devono essere condotte in conformità a con quanto descritto 

nei paragrafi precedenti; 

✓ l’area deve possedere i requisiti previsti per un laboratorio BSL2.  

Nota: A fronte di evidenze scientifiche che si rendessero disponibili si procederà a una 

immediata revisione del presente documento.  

Il sequanziamento NGS del 
microbiota non deve avvenire 

nella stessa stanza dedicata alla 
preparazione del trapianto fecale
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prima della procedura di trapianto. Tali antibiotici devono essere interrotti 12-48 ore prima 

dell'infusione fecale. In caso di emergenza, e in caso di pronta disponibilità del materiale fecale, 

tale terapia antibiotica può essere evitata. 

Preparazione intestinale dei riceventi 

I riceventi sono preparati con lavaggio intestinale con polietilen glicole (PEG) prima della 

procedura di trapianto, quando essa viene effettuata sia tramite colonscopia sia tramite il tratto 

digerente superiore. 

Vie di somministrazione 

Il materiale fecale deve essere infuso tramite clistere o colonscopia, quest’ultima come via 

preferita di somministrazione. In caso di infusione tramite clistere, il paziente deve essere istruito a 

trattenere il materiale infuso per almeno 30 minuti e mantenere la posizione supina al fine di 

ridurre al minimo l'impulso alla defecazione. 

La colonscopia è capace di esplorare l’intero colon, e può quindi valutare le caratteristiche della 

patologia meglio dei clisteri. Tale aspetto è rilevante in particolare per l’identificazione della colite 

pseudomembranosa, segno endoscopico di colite severa, la quale è un fattore prognostico negativo 

per la risoluzione dell’infezione dopo infusione singola, pertanto dovrebbe essere trattata con 

infusioni fecali multiple. 

In caso di somministrazione tramite colonscopia, il materiale fecale dovrebbe essere infuso nel 

colon destro; in caso di colite severa, le feci possono essere infuse anche nel colon sinistro, per 

motivi di sicurezza. 

In condizioni cliniche particolari, qualora non sia possibile utilizzare la suddetta via di 

somministrazione si può ricorrere alla somministrazione tramite il tratto digerente superiore. In tal 

caso, i pazienti devono essere tenuti in posizione verticale a 45° rispetto al piano del letto per 4 ore 

dopo l'infusione per prevenire l'aspirazione del materiale fecale. 

In caso di condizioni critiche del paziente, l’utilizzo di clisteri dovrebbe essere preferito. 

Il campione finale di MFU da somministrare al paziente deve consistere di almeno 30g di feci 

diluiti in soluzione salina sterile.  

In caso di fallimento o di recidiva dopo infusione fecale, la procedura può essere ripetuta a 

giudizio del clinico.  

FOLLOW-UP DEI PAZIENTI  

Dai dati di letteratura, il FMT ha dimostrato di essere una procedura sicura, con un numero molto 

basso di effetti collaterali (e solitamente di lieve entità), anche nei pazienti immunocompromessi e 

nei pazienti critici. Gli eventi avversi a breve termine che accadono più comunemente dopo la 

procedura di trapianto di MFU sono: diarrea, dolori addominali, stipsi, febbre. Eventi avversi 

gravi, quali batteriemia, perforazione intestinale, morte, sono molto rari.  

Il paziente deve essere seguito nell’immediato periodo post-trapianto per valutare l’insorgenza di 
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reazioni/eventi immediati. Successivamente il paziente deve essere seguito per almeno 8 settimane 

dopo la procedura di trapianto per valutare l’efficacia del trattamento e gli eventuali eventi avversi 

a breve termine.  

Eventuali reazioni/eventi avversi gravi verificatisi nei pazienti devono essere segnalati al CNT da 

parte del centro FMT entro 48 ore. 

Caso per caso deve essere valutata la frequenza dell’analisi del microbiota del paziente. Si ritiene 

utile una raccolta di campioni fecali a 7, 30 e 60 giorni dopo il trapianto per completare il follow-

up clinico (diario sintomi, parametri di laboratorio), consentire la mappa (caratterizzazione) del 

microbiota intestinale del paziente e valutare l’attecchimento del microbiota donato. 





LABORATORIO DI 
SEQUENZIAMENTO Microbiota 

Intestinale 

RICERCA 

Analisi 
filogenetica 
dei  cluster  

epidemici da 
MDR

Varianti 
SARS CoV2

RICERCA SULLE 
SEQUENZE  
GENICHE 

Microbiota 
Intestinale 
TRAPIANTO

Micobatteri



Sample Pool FASTQ file

Target PCR Index PCRQuality Control 
and Purifica8on

Quality Control 
and Purification

! "

1. DNA Extraction and 
Quantification

2. Library 
Production

3. Illumina NGS
4. Bioinformatic 
and Statistical 

Analysis

Procedura di analisi del microbiota👩🏼‍🔬👩🏼‍💻



STRUMENTAZIONE DEL 
LABORATORIO INTEGRATO 

PIATTAFORMA PER SEQUENZIAMENTO ISEQ 100                           
UPO-DISIT

          ASO ALESSANDRIA
SPETTROFOTOMETRO

VERITIPRO 
TERMOCICLATORE

SISTEMA PER ELETTROFORESI



STRUMENTAZIONI DISPONIBILI MESSE A DISPOSIZIONE DELLA RICERCA E DELLA 
DIAGNOSTICA

Miseq Next Seq 550

Pia aforma sequenziamento
Lab integrato di sequenziamento

Hiseq



Sample Pool FASTQ file

Target PCR Index PCRQuality Control 
and Purifica8on

Quality Control 
and Purification

! "

1. DNA Extraction and 
Quantification

2. Library 
Produc on

3. Illumina NGS
4. Bioinforma c 
and Sta s cal 

Analysis

Procedura di Analisi del Microbiota � : analisi delle sequenze e reportistica

Il so ware è stato sviluppato da SmartSeq srl. 
E’ fruibile mediante semplici interfacce grafiche e opera in 

modalità client server. 
Le risorse di calcolo sono ges te dire amente da SmartSeq 

mentre il client non necessità di infrastru ure hardware 
dedicate. 

MicrobAT
software per analisi bioinformatica delle sequenze

Il so ware specifica il Phylum, la Classe, l'Ordine, la Famiglia, il Genere e la Specie dei ba eri trova  nei 
campioni e fornisce rappor  con i risulta  dei singoli campioni o dei confron  seleziona  dall'utente. 

MicrobAT dà inoltre la possibilità di eme ere report personalizzabili, facilitando l’utente nella produzione 
di relazioni, refer , ecc.



Procedura di Analisi del Microbiota � : analisi delle sequenze e repor s ca

 

 

Esempio di output fornito
da MicrobAT





Entro 6 ore!
Omogenizzazione
Con Stomacher

Donazione
di feci

(almeno 30g)

Diluizione
in fisiologica

(150ml)

Filtrazione
con garze sterili

MFU_0123456789
Paziente ricevente
Scade: data e ora
Conservare: 20-30°C

Etichettatura

Endoscopia
Infusione

Analisi
microbiologiche

MFU_o123456778
9

Paziente ricevente

Scad-------e
Conservare-------

OK!

PREPARAZIONE MFU



LE PROCEDURE PER LA PREPARAZIONE DEL MFU

• Ambiente dedicato
• BSL2 - Cappa a flusso laminare sterile
• Materiale sterile



Caratterizzazione del 
microbiota del  donatore

NGS

Caratterizzazione della 
composizione microbica 

del preparato per 
l’infusione

Congelamento 
di materiale 

cara erizzato

Trapianto

Caratterizzazione del 
microbiota del ricevente

NGS

FASE PRE TRAPIANTO

FASE POST TRAPIANTO

NGSValutazione 
dell’attecchimento post-

trapianto 7 giorni

NGS Valutazione 
dell’attecchimento post-

trapianto 30 giorni

Valutazione 
dell’attecchimento post-

trapianto 60 giorni

Produzione di una banca di prepara  cara erizza  
per future infusioni





GRAZIE PER L’ATTENZIONE!!
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