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INTRODUZIONE

Attualmente, per la rilevazione dei microrganismi 
patogeni accanto alle metodiche tradizionali 
rappresentate:

 dall’esame colturale,

 l’esame diretto al microscopio, 

 le prove biochimiche e 

 gli immunodosaggi sierologici,

sono disponibili tecniche di amplificazione molecolare 
che hanno assunto un ruolo determinante nella  
diagnostica microbiologica.



Diagnostica molecolare in 
microbiologia clinica

Per diagnostica molecolare in microbiologia clinica
si intende, in senso stretto, la possibilità di identificare un 

microrganismo in base ad una o più sequenze geniche 
specifiche.

La diagnostica molecolare si rivela spesso più sensibile e/o più 
specifica dei metodi tradizionali e si ricorre sempre più ad 
essa quando:

1. il microrganismo sia difficilmente od affatto coltivabile, 
2. quando cresca molto lentamente in vitro,
3. quando la sua manipolazione possa essere troppo pericolosa 

per l'operatore e/o per la comunità  
4. quando, infine, il costo di una diagnosi tradizionale sia più 

elevato di quello di una diagnosi molecolare.



Diagnostica molecolare in 
microbiologia clinica

Presenta inoltre il vantaggio di poter 

essere effettuata, in particolari casi, 
direttamente sul campione, 

di non avere la necessità di attendere che il 
microrganismo cresca o che il 

microrganismo sia vivo al momento del 
processamento del campione.



Diagnostica tradizionale ed innovativa a 
confronto

• Esame diretto dopo colorazione di 
Gram sensibilità 60-80% 
• Test al latex per evidenziare 
antigeni                     sensibilità 60-90%
• Esame colturale sensibilità 90-100%

NATs (Nucleic Acid Amplification Technology)

 Nested- PCR

 Multiplex PCR- immunoassay

 Real-Time PCR

 Single-step PCR assay

 MLST (multilocus sequence typing)

 LCR (ligase chain reaction)

sensibilità e specificità >90%

Metodiche tradizionali

Metodiche innovative



nested-PCR per Chlamydia trachomatis

Gli standard interni appaiono come 
bande rosse in tutti i canali. I controlli 

positivi per il sierotipo A (blu), il sierotipo 
B (verde), ed il sierotipo C (giallo) sono 
caricati a destra (indicati in alto con le 

freccette A, B, e C). I restanti canali 
sono caricati con i prodotti ottenuti 

mediante nested-PCR da campioni clinici 
oculari e dimostrano: assenza di 

infezione con C. trachomatis; infezione 
con il sierotipo A ( banda blu di 314 bp); 
infezione con il sierotipo B (banda verde 

di 278 bp); o infezioni miste con il 
sierotipo A ed il sierotipo B (indicate in 

alto con il simbolo ●).
Le reazioni di amplificazione sono state 
eseguite utilizzando 2 primers esterni 
disegnati su una regione conservata in 

tutti i sierotipi di C. trachomatis e 4 
primers interni  disegnati su segmenti 

variabili genotipo-specifici

Prodotti di PCR derivati da campioni clinici e marcati con differenti fluorocromi su gel di poliacrilamide-urea al 6%.



Diagnostica innovativa della 
meningite batterica

Le potenzialità delle tecnologie innovative nella diagnostica delle meningiti batteriche sono 
dimostrate da saggi come la PCR multiplex che permette contemporaneamente di 

identificare diversi patogeni (Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae, e 
Streptococcus pneumoniae) nello stesso campione clinico (CSF, plasma, siero, sangue 

intero), utilizzando primers specifici per 2 o più sequenze targhet nella stessa reazione. Si 
tratta di una tecnica estremamente utile non solo per la  notevole accuratezza diagnostica  
(elevata sensibilità e specificità) ma anche perché permette di discriminare all’interno di 

ciascuna specie patogena differenti sierogruppi, sierotipi e tipi.



Utilità del saggio multiplex

Capsular transport (ctrA), capsulation (bexA), and pneumolysin 
(ply) gene targets specific for N. meningitidis, H. influenzae, 
and S. pneumoniae, respectively, were selected.

The ctrA primers amplified meningococcal serogroups A, B, C, 
29E, W135, X, Y, and Z; 

the ply primers amplified pneumococcal serotypes 1, 2, 3, 4, 5, 
6, 7, 8, 9, 10A, 11A, 12, 14, 15B, 17F, 18C, 19, 20, 22, 23, 24, 
31, and 33; 

and the bexA primers amplified H. influenzae types b and c. 
Coamplification of two target genes without a loss of sensitivity was 
demonstrated. 

The multiplex assay was then used to test a large number of 
culture-negative samples for the three pathogens.

Cases of meningococcal, H. influenzae, and pneumococcal 
disease that had not previously been confirmed by culture 
were identified with this assay.



Diagnostica innovativa
della meningite meningococcica

Un’adeguata sorveglianza delle meningiti meningococciche richiede la determinazione del 
ceppo specificamente coinvolto. Accanto alle tradizionali tecniche di caratterizzazione 

fenotipica dei meningococchi, eseguite su isolati colturali, sono state sviluppate diverse 
tecniche di tipizzazione molecolare che possono essere eseguite direttamente su 

campioni clinici (CSF, ma sangue, etc.). Tra queste, la MLST (multilocus sequence typing), 
tecnica basata sulla PCR e l’analisi delle sequenze nucleotidiche, si è dimostrata 

particolarmente utile sia per gli studi epidemiologici a lungo termine, sia per l’analisi di 
cluster dei focolai epidemici (quindi sia per la diagnostica che per la sorveglianza delle 

meningiti da N. meningitidis).



Utilità del saggio MLST

La caratterizzazione genotipica mediante MLST

permette di rilevare le relazioni clonali tra i 
microrganismi e permette di identificare le linee 

ipervirulente più importanti nell’ambito di ciascun 
sierogruppo, come ad esempio, la linea 

ipervirulente (ST-11/ET-37) (Sequence Type
11/Electrophoretic Type 37), in cui rientrano i ceppi 
di N.m. di sierogruppo C più frequentemente causa 

di malattia meningococcica negli ultimi anni in 

Europa.



Multilocus sequence typing in Staphylococcus 
aureus involves PCR amplification and sequencing of 
approximately 450 nucleotides of seven chromosomal 
'housekeeping' genes that were selected for their 
presumed absence of selective pressure and their 
moderately stable nucleotide sequences (carbamate 
kinase (arcC), shikimate dehydrogenase (aroE), glycerol 
kinase (glpF), guanylate kinase (gmk), phosphate 
acetyltransferase (pta), triose phosphate isomerase 
(tpiA) and acetyl-CoA acetyltransferase (yqiL)). Each 
unique sequence within a gene locus is assigned a 
number. The numbers are concatenated left-to-right in 
the order shown to provide a seven-integer series of 
numbers, which is then assigned a sequence type (ST). 
Strains that are identical at all seven loci are 
classified as the same ST. Strains differing at one 
or two loci are related but, as they are not 
identical, they are assigned different STs. Closely 
related STs are grouped into a clonal complex (CC). In 
the example shown, ST1, ST5 and ST8 differ at most 
loci and so are not closely related; ST250 and ST247 
differ from each other at one locus (gmk) and from ST8 
at one (yqiL) and two loci (gmk, yqiL), respectively. 
Therefore, ST8, ST250 and ST247 are closely related 
and form CC8, so designated because the analysis of 
sequence identities and differences in a large collection 
of strains indicates that ST8 is the founder of this CC 
and the ancestor of both ST247 and ST250, and that 
ST247 is a descendant of ST250.



(A) Migration patterns for the glyceraldehyde–phosphate dehydrogenase of 10 Listeria 
monocytogenes isolates. Three clearly different patterns can be seen, which correspond to 3 

different alleles numbered in order of decreasing mobility. Lanes 5, 7, and 8, allele 1; Lane 1, 

allele 2; Lanes 2, 3, 4, 6, 9, and 10, allele 3. 

(B) Migration patterns for the glucose-6-phosphate dehydrogenase of 10 isolates of the diploid

yeast Candida albicans. The single bands in lanes 1 to 5 and 8 to 10 represent homozygote

organisms. The multiple bands in lanes 6 and 7 represent heterozygote organisms for this

dimeric enzyme (the upper and lower bands represent homodimers and the heavier bands in 

the middle represent the heteodimer).

Applications of multilocus enzyme electrophoresis 
in medical microbiology (MEE or MLEE), 
also called isoenzyme typing

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167701297000109#gr1
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167701297000109#gr1


Dendogram representing the genetic relationships evidenced by MEE between 62 

Listeria monocytogenes isolates from sporadic human clinical cases of listeriosis 
registered. Each box represents a clinical case, and the black boxes represent cases 
related to the epidemic-associated electrophoretic type 1 (ET1) described in the text. 
The dendogram was generated by the average-linkage method of clustering from a 
matrix of pairwise coefficients of genetic distance based on the analysis of 21 
enzyme loci.

Utilità del saggio MLEE



Diagnostica innovativa 
della tubercolosi
La tubercolosi (TB) è l’infezione più diffusa al giorno d’oggi.
Poiché la tubercolosi ha raggiunto nuovamente proporzioni epidemiche, senza un test estremamente 

specifico e sensibile, che dia soprattutto risposte in tempi molto brevi, l’epidemia  rischia di 
diffondersi ulteriormente.

Incidenza mondiale della tubercolosi
Numero di casi per 100.000 individui; Rosso = >300, Arancio = 200–300, Giallo = 100–200, Verde = 50–100, Grigio = <50. 
Dati World Health Organization (WHO). Global tuberculosis control - surveillance, planning, financing WHO Report 2006.

http://en.wikipedia.org/wiki/World_Health_Organization


Diagnostica innovativa 
della tubercolosi

Per la formulazione di una corretta diagnosi di tubercolosi 
nell’uomo, ossia la ricerca, l’isolamento e l’identificazione di 
Mycobacterium tubercolosis (MTB), le procedure 
standardizzate richiedono un lungo periodo di attesa (6-10 
settimane) che non consente la necessaria precoce 
applicazione di misure di controllo adeguate (isolamento dei 
malati con tubercolosi infettante, precoce inizio della terapia, 
ecc.). 

Il riemergere della tubercolosi ha fatto sì che venissero affinati i 
test tradizionali e venissero sviluppati nuovi test che, in caso 
di sospetto clinico, potessero offrire una risposta sempre più 
rapida ed affidabile.



Diagnostica innovativa 
della tubercolosi

Per la diagnosi di tubercolosi 
latente sono stati sviluppati 
metodi su sangue intero in 
grado di rilevare la presenza:

 di linfociti T attivati da M. 
tuberculosis (metodiche 
ELISPOT)

 o l’interferone gamma (IFN-
g) prodotto da queste cellule 
(metodiche ELISA).

 Si utilizzano Abs monocloinali specifici per 
citochine adsorbiti su fase solida ed Abs 
marcati con un enzima di rilevazione

Analizzando un campione di sangue intero di 
soggetti ad elevato rischio di tubercolosi si 
può ottenere un risultato in 24 ore.

I risultati non sono influenzati da una 
precedente vaccinazione con BCG o dalla 
presenza di ceppi di micobatteri ambientali. 

Il test è in grado inoltre di diagnosticare la 
tubercolosi subclinica attiva in pazienti 
immunodepressi nei quali la prova cutanea 
alla tubercolina è risultata falsamente 
negativa.

Test immunologici 
per la diagnosi di tubercolosi latente



Diagnostica innovativa 
della meningite tubercolare

Diverse tecniche basate sulla PCR (nested-PCR, single-step PCR assay) sono attualmente 
oggetto di studi comparativi per valutarne la rapidità e  l’accuratezza diagnostica rispetto alle 

tecniche tradizionali (saggi culturali, saggi immunologici, etc.) nelle infezioni extrapolmonari da 
Mycobacterium tubercolosis, come la meningite tubercolare (TBM). In particolare, diversi studi 

indicano come assai promettente un saggio single-step PCR, in cui viene amplificata una 
sequenza d’inserzione (IS6110) specifica di M. tubercolosis, risultato tra i saggi più 

rapidi, sensibili e specifici per la diagnosi di TBM, direttamente su campione di CSF. 



Diagnostica innovativa 
della tubercolosi
 La ligase chain reaction (LCR) è un metodo di amplificazione degli acidi 

nucleici basato sull’impiego di processi riparativi ciclici catalizzati dagli enzimi 
DNA polimerasi e DNA ligasi. 

 Il bersaglio del test LCR per MTB è costituito da una parte del segmento di 
DNA cromosomico che codifica per l’antigene proteico B (Pab).

 Il metodo specie-specifico (M. tubercolosis, hominis, bovis ed africanum) è 
stato inizialmente validato per l’impiego su campioni di origine respiratoria 
(espettorato, broncoaspirato, lavaggio bronchiale), ma esperienze più recenti 
sembrano attestarne la validità anche su campioni di diversa origine (come le 
urine). 

 Le prime valutazioni effettuate negli USA e successivamente confermate da 
altri studi americani ed europei, hanno confrontato la LCR con il metodo 
colturale in fase solida su terreno Loewenstein-Jensen (LJ). 

La sensibilità dell’esame colturale LJ è compresa tra 67 e 90%, mentre 
quella dell’LCR è compresa tra 93 e 96%. 

La LCR può, quindi, essere usata come conferma nell’analisi dei 
campioni negativi al vetrino, qualora siano ottenuti da pazienti 

immunodepressi o con forte sospetto clinico di malattia da MTB.



Limiti delle metodiche 
diagnostiche innovative

 Maggiore complessità

 Elevato costo delle apparecchiature

 NO ANTIBIOGRAMMA



Conclusioni

 La diagnosi delle malattie infettive è stata rivoluzionata
dall’avvento delle nuove tecnologie molecolari che permettono
di amplificare gli acidi nucleici direttamente su campione

 Le metodiche basate sulla PCR sono caratterizzate da una
specificità ed una sensibilità superiori ai test tradizionali;
offrono inoltre, l’opportunità di ottenere una diagnosi di
infezione più rapidamente e di iniziare la terapia in una fase
più precoce.

 La rapidità e l’accuratezza diagnostica che caratterizza le
tecnologie basate sull’amplificazione degli acidi nucleici NATs,
le rende, dunque uno strumento fondamentale nella
diagnostica delle urgenze microbiologiche come le meningiti.


