
Polymerase Chain Reaction Polymerase Chain Reaction -- PCRPCR



RealReal--Time PCRTime PCR
Saggio di PCR monitorato di continuoSaggio di PCR monitorato di continuo
Tubi chiusiTubi chiusi
Nessuna analisi post PCRNessuna analisi post PCR
Nessuna elettroforesiNessuna elettroforesi
Caratterizzazione del prodottoCaratterizzazione del prodotto
PossibilitPossibilitàà di quantificaredi quantificare



TaqManTaqMan®® PCRPCR

• Polimerizzazione•• PolimerizzazionePolimerizzazione
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RealReal Time PCRTime PCR



PulsedPulsed FieldField Gel Gel ElectrophoresisElectrophoresis
(PFGE)(PFGE)

Attualmente il Attualmente il ““GoldGold StandardStandard”” per le per le 
analisi di tipizzazione molecolare analisi di tipizzazione molecolare 
LentaLenta
Richiede specifiche conoscenze Richiede specifiche conoscenze 
tecnichetecniche
La lisi può essere differente per i vari La lisi può essere differente per i vari 
microrganismimicrorganismi
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LL’’osservatorio delle osservatorio delle 
infezioni in ospedale (IO)infezioni in ospedale (IO)

Sorveglianza degli Sorveglianza degli ““alertalert organismsorganisms””
Sorveglianza e controllo Sorveglianza e controllo 
delldell’’emergenzaemergenza
Sorveglianza delle Sorveglianza delle chemiochemio--
antibioticoantibiotico--resistenzeresistenze



Il Il ““case case findingfinding””
ricerca sistematica di eventi a ricerca sistematica di eventi a 
potenziale evoluzione epidemica potenziale evoluzione epidemica 

Si avvale di sistemi informativi che Si avvale di sistemi informativi che 
utilizzano software dedicatiutilizzano software dedicati

rilevazione di variazioni della frequenza rilevazione di variazioni della frequenza 
di isolamento di microorganismi ritenuti di isolamento di microorganismi ritenuti 
di particolare rilievo epidemiologico in di particolare rilievo epidemiologico in 
quanto potenziali agenti di eventi quanto potenziali agenti di eventi 
epidemiciepidemici

LL’’osservatorio delle osservatorio delle 
infezioni in ospedale (IO)infezioni in ospedale (IO)



La sensibilitLa sensibilitàà di tale sistema potrebbe di tale sistema potrebbe 
essere messa in crisi in caso di eventi essere messa in crisi in caso di eventi 
epidemici sostenuti da:epidemici sostenuti da:

microorganismi non compresi nellmicroorganismi non compresi nell’’elenco degli elenco degli 
““alertalert organismsorganisms””
pipiùù specie microbiche, evento frequente in specie microbiche, evento frequente in 
carenza di idonee condizioni  igienicocarenza di idonee condizioni  igienico--sanitariesanitarie

In tal caso la sorveglianza basata sulla In tal caso la sorveglianza basata sulla 
frequenza di isolamento frequenza di isolamento èè insufficiente a insufficiente a 
rilevare un evento epidemicorilevare un evento epidemico

Varia la frequenza dei casi di infezione a Varia la frequenza dei casi di infezione a 
piuttosto che uno specifico agente eziologicopiuttosto che uno specifico agente eziologico

Definizione di caso????Definizione di caso????

LL’’osservatorio delle osservatorio delle 
infezioni in ospedale (IO)infezioni in ospedale (IO)



Eventi epidemici possono interessare Eventi epidemici possono interessare 
trasversalmente pitrasversalmente piùù aree aree 
delldell’’ospedale, oppure ospedali diversiospedale, oppure ospedali diversi

circolazione di pazienti infetti o circolazione di pazienti infetti o 
colonizzati tra aree diverse dellcolonizzati tra aree diverse dell’’ospedale ospedale 

tipicamente il percorso: Pronto soccorso tipicamente il percorso: Pronto soccorso --
rianimazione rianimazione -- degenza, con il degenza, con il 
coinvolgimento dei servizi diagnosticicoinvolgimento dei servizi diagnostici

NecessitNecessitàà di tracciare le vie di di tracciare le vie di 
diffusione per bloccare la diffusione diffusione per bloccare la diffusione 
di patogenidi patogeni

LL’’osservatorio delle osservatorio delle 
infezioni in ospedale (IO)infezioni in ospedale (IO)



Le infezioni nosocomiali e Le infezioni nosocomiali e 
ll’’epidemiologia molecolareepidemiologia molecolare

Le tecniche molecolari sono Le tecniche molecolari sono 
diventate una parte fondamentale diventate una parte fondamentale 
delle attivitdelle attivitàà di controllo delle di controllo delle 
infezioni nosocomialiinfezioni nosocomiali

La pressione selettiva dellLa pressione selettiva dell’’ambiente ambiente 
ospedaliero sulla normale flora ospedaliero sulla normale flora 
batterica determina la comparsa di batterica determina la comparsa di 
nuove difficoltnuove difficoltàà epidemiologiche epidemiologiche 
che richiedono che richiedono nuove soluzioninuove soluzioni



Le infezioni nosocomiali e Le infezioni nosocomiali e 
ll’’epidemiologia molecolareepidemiologia molecolare

Una delle prime applicazioni dei metodi Una delle prime applicazioni dei metodi 
di biologia molecolare in epidemiologia di biologia molecolare in epidemiologia 
riguardarono lo studio delle infezioni riguardarono lo studio delle infezioni 
nosocomiali nosocomiali 

PlasmidPlasmid proflingprofling
ShlaesShlaes etet al. al. PlasmidPlasmid analysisanalysis in in molecularmolecular

epidemiologyepidemiology: a : a summarysummary and future and future directionsdirections..

RevRev InfectInfect DisDis. 1986;8:738. 1986;8:738--46.46.
GeorghiouGeorghiou etet al. al. MolecularMolecular epidemiologyepidemiology ofof
infectionsinfections due due toto EnterobacterEnterobacter aerogenesaerogenes: : 
identificationidentification ofof hospital hospital outbreakoutbreak--associatedassociated
strainsstrains byby molecularmolecular techniquestechniques.. ClinClin InfectInfect DisDis. . 
1995;20:841995;20:84--94 94 



Le infezioni nosocomiali e Le infezioni nosocomiali e 
ll’’epidemiologia molecolareepidemiologia molecolare

In ambito nosocomiale bisogna rispondere In ambito nosocomiale bisogna rispondere 
a precise domande:a precise domande:

Il cluster di infezione Il cluster di infezione èè causato da un causato da un 
singolo patogeno o gruppo di patogeni singolo patogeno o gruppo di patogeni 
strettamente correlati?strettamente correlati?
Oppure da cambiamenti correlati allOppure da cambiamenti correlati all’’ospite?ospite?

immunocompromissioneimmunocompromissione
esposizione ad antibioticiesposizione ad antibiotici

Predisposizione dei pazienti coinvolti ad Predisposizione dei pazienti coinvolti ad 
acquisire lacquisire l’’infezione da microrganismi infezione da microrganismi 
commensali o saprofiti?commensali o saprofiti?



Le infezioni nosocomiali e Le infezioni nosocomiali e 
ll’’epidemiologia molecolareepidemiologia molecolare

Di recente microrganismi Di recente microrganismi 
tipicamente associati con le tipicamente associati con le 
infezioni nosocomiali hanno infezioni nosocomiali hanno 
cominciato ad apparire anche cominciato ad apparire anche 
in ambito comunitarioin ambito comunitario

Questi microrganismi Questi microrganismi 
possiedono caratteristiche possiedono caratteristiche 
genetiche che hanno permesso genetiche che hanno permesso 
loro di diffondersi ad ospiti loro di diffondersi ad ospiti 
differenti dai soggetti differenti dai soggetti 
ospedalizzati?ospedalizzati?



Stratificazione dei dati disponibiliStratificazione dei dati disponibili

La tipizzazione molecolare permette di La tipizzazione molecolare permette di 
identificare e raggruppare gli agenti identificare e raggruppare gli agenti 
infettivi in sottotipiinfettivi in sottotipi
I pazienti infetti da questi microrganismi I pazienti infetti da questi microrganismi 
(tipi) possono essere (tipi) possono essere RICLASSIFICATIRICLASSIFICATI in in 
accordo alle informazioni ottenuteaccordo alle informazioni ottenute
CIOCIOÈÈ: le informazioni di : le informazioni di genotipizzazionegenotipizzazione
possono consentire di stabilire una possono consentire di stabilire una nuova nuova 
definizione di casodefinizione di caso



Particolarmente utile per quei pazienti Particolarmente utile per quei pazienti 
ospedalizzati che sembrano ospedalizzati che sembrano 
manifestare malattia ad andamento manifestare malattia ad andamento 
sporadico o endemicosporadico o endemico

AllAll’’inizio questi pazienti possono inizio questi pazienti possono 
essere stratificati considerando solo il essere stratificati considerando solo il 
microrganismo isolatomicrorganismo isolato

Stratificazione dei dati disponibiliStratificazione dei dati disponibili



Successivamente, ogni strato può Successivamente, ogni strato può 
essere usato per definire i casi, i essere usato per definire i casi, i 
controlli, o un gruppo di confronto in controlli, o un gruppo di confronto in 
uno studio casouno studio caso--controllocontrollo

identificare i fattori di rischio per lidentificare i fattori di rischio per l’’infezioneinfezione

CIOCIOÈÈ: quando uno strato può essere : quando uno strato può essere 
definito come un nuovo gruppo, ogni definito come un nuovo gruppo, ogni 
strato può allora essere usato per strato può allora essere usato per 
identificare un fattore di rischio unicoidentificare un fattore di rischio unico

Pertanto, la possibilitPertanto, la possibilitàà di stratificare di stratificare 
ulteriormente crea le possibilitulteriormente crea le possibilitàà di di 
identificare nuovi fattori di rischio identificare nuovi fattori di rischio 

Stratificazione dei dati disponibiliStratificazione dei dati disponibili



PFGE di MRSA PFGE di MRSA 



Le infezioni nosocomiali e Le infezioni nosocomiali e 
ll’’epidemiologia molecolareepidemiologia molecolare

Una accurata indagine epidemiologica Una accurata indagine epidemiologica 
non può prescinderenon può prescindere dalla dalla 
tipizzazionetipizzazione delldell’’agente eziologicoagente eziologico

Le tecniche di tipizzazione fenotipica Le tecniche di tipizzazione fenotipica 
trovano untrovano un’’applicazione sempre piapplicazione sempre piùù
limitatalimitata

la la tipizzazione molecolaretipizzazione molecolare sempre pisempre piùù
si afferma come si afferma come ““gold standardgold standard””

èè differenziata in varie tecniche che differenziata in varie tecniche che 
trovano indicazioni elettive in relazione trovano indicazioni elettive in relazione 
alla specie da tipizzarealla specie da tipizzare



Le infezioni nosocomiali e Le infezioni nosocomiali e 
ll’’epidemiologia molecolareepidemiologia molecolare

Individuazione di centri di riferimentoIndividuazione di centri di riferimento
il problema assume connotazioni di carattere il problema assume connotazioni di carattere 
politico e organizzativo pipolitico e organizzativo piùù generale su scala generale su scala 
regionale e nazionaleregionale e nazionale
organizzati in livelli a seconda della organizzati in livelli a seconda della 
complessitcomplessitàà e dei costi delle tecniche analitichee dei costi delle tecniche analitiche

Tale organizzazione costituisce una Tale organizzazione costituisce una 
garanzia di qualitgaranzia di qualitàà

Il centro di riferimento rappresenta un Il centro di riferimento rappresenta un 
osservatorio epidemiologicoosservatorio epidemiologico privilegiato per privilegiato per 
monitorare la circolazione e le caratteristiche monitorare la circolazione e le caratteristiche 
dei cloni epidemicidei cloni epidemici
Inoltre, copre le esigenze di un territorio molto Inoltre, copre le esigenze di un territorio molto 
pipiùù esteso di un ambito meramente localeesteso di un ambito meramente locale



Le infezioni nosocomiali e Le infezioni nosocomiali e 
ll’’epidemiologia molecolareepidemiologia molecolare

Occorre ricordare che lOccorre ricordare che l’’indagine indagine 
epidemiologica tradizionale locale epidemiologica tradizionale locale 
èè insostituibileinsostituibile e e preliminarepreliminare
allall’’invio di ceppi selezionati al invio di ceppi selezionati al 
centro di riferimento per la centro di riferimento per la 
tipizzazione biotipizzazione bio--molecolaremolecolare



INDAGINE E SORVEGLIANZA INDAGINE E SORVEGLIANZA 
EPIDEMIOLOGICA EPIDEMIOLOGICA 
INCOMPLETA INCOMPLETA 

SENZA LSENZA L’’APPLICAZIONE DI APPLICAZIONE DI 
APPROPRIATI STRUMENTI APPROPRIATI STRUMENTI 

MOLECOLARIMOLECOLARI



BioinformaticaBioinformatica

principi matematici (analisi principi matematici (analisi 
computerizzata) applicati alla computerizzata) applicati alla 
biologia (biologia (biologiabiologia molecolare)molecolare)
DiverrDiverràà il piil piùù diffuso diffuso 
strumento per lstrumento per l’’analisi dei analisi dei 
sistemi biologicisistemi biologici
Banca dati elettronica dei Banca dati elettronica dei 
profili molecolariprofili molecolari



ripabelli@unimol.itripabelli@unimol.it




