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Impiego della biologia molecolare in batteriologia

Gladys Martinetti-Lucchini
Bauherrenstrasse 40, 8049 Zurigo

La commissione del fondo nazionale svizzero per la ri-
cerca scientifica del Politecnico federale di Zurigo ha par-
zialmente finanziato il mio soggiorno di due anni e mezzo
come postdoc negli Stati Uniti presso il laboratorio dij. Lo-

per all'Hordcultural Crops Research Laboratory, Corval-
lis OR, e il laboratorio di G. Nester al Department of
Microbiology, School ofMedicine, University ofWashington,
Seattle. II fmanziamento del fondo nazionale della durata di
un anno mi ha permesso di scegliere un laboratorio che cor-
rispondesse alle mie esigenze in campo scientifico ed ha si-

curamente costituito una base per il fmanziamento da parte
delle istanze americane della seconda parte del mio postdoc.

Durante questo periodo ho avuto l'opportunità di ap-
prendere le tecniche molecolari che ho potuto applicare nel

campo della microbiologia medica al mio ritorno a Zurigo
presso l'Istituto di microbiologia medica dell'Università
dove ho lavorato per un periodo di 5 anni e presso un
laboratorio privato di diagnostica molecolare.

INTRODUZIONE

Le tecniche molecolari sono state introdotte nel campo
della microbiologia medica solo nel corso deU'ultimo
decennio e hanno avuto un'applicazione soprattutto nel-
Panalisi di popolazioni batteriche per la sistematica e l'e-

pidemiologia nonché nello sviluppo di un'investigazio-
ne molecolare che permette di dimostrare la presenza di
agenti patogeni (virus, batteri, parassiti) nel materiale
clinico.

I miei progetti hanno riguardato soprattutto la ricerca

epidemiologica e la diagnostica molecolare.

La ricerca epidemiologica
La ricerca epidemiologica con tecniche di biologia
molecolare si basa soprattutto sull'analisi di profili molecolari
(DNA fingerprinting). Durante le mie ricerche mi sono oc-

cupata di un tipo specifico di DNA fingerprinting
denominate ribotyping. Desidero brevemente illustrarne il pro-
cedimento. Dopo aver isolato i ceppi coinvolti in
un'epidemia cosi come pure i ceppi estranei provenienti da
collezioni come controlli negativi si isola il DNA e lo si ta-

glia con l'ausilio di endonucleasi che riconoscono una se-

quenza specifica di nucleotidi. I frammenti ottenuti ven-

gono separati a seconda della loro lunghezza in un gel di
agarosio per mezzo di un'elettroforesi e visualizzati dopo

una colorazione specifica. Il DNA viene poi denaturato,
trasferito e fissato su una membrana ed in seguito ibridato
con una sonda specifica marcata in modo radioattivo o con
molecole non radioattive. I profili ottenuti permettono di
effettuare un confronta diretto fra ceppi batterici apparen-
temente identici. La sonda utilizzata per il ribotyping rap-
presenta un frammento di DNA del batterio Escherichia coli

che codißca per il 16S RNA ribosomale. Questi geni sono
particolarmente conservati e la stessa sonda puô pcrcio es-

sere utilizzata per analizzare molte specie batteriche. Que-
ste ricerche sono particolarmente utili per elucidare fonti
e interazioni tra ceppi coinvolti in epidemie. Abbiamo ef-

fettuato ricerche con Salmonella enteritidis (coinvolto in diar-
ree dell'uomo), Aeromonas sp. (germe a diffusione acquatica
coinvolto in diarree), Campylobacterjejuni (coinvolti in diar-
ree), Corynebacterium diphtheriae. Ceppi di questo batterio
sono stati isolati ripetutamente da pazienti tossicodipen-
denti che frequentavano l'ambiente della droga di Zurigo.
Questi ceppi pur non producendo la tossina (vedi sotto)
furono in grado di causare infezioni serie. Abbiamo potuto
dimostrare che questi ceppi erano identici e si differenzia-
vano in modo molto chiaro da altri ceppi dello stesso
batterio isolati nello stesso periodo in altre città svizzere

(Berna, Ginevra) o da ceppi provenienti da collezioni.
Queso tipo di analisi puô essere usato anche per determi-
nare cause di epidemie che riguardano problemi di igiene
ospedaliera.

La diagnostica molecolare

Nel corso degli anni si è potuto riscontrare una certa in-
soddisfazione da parte dei microbiologi nei confronti dei
metodi diagnostici cosiddetti classici cioè basati sulla col-

tura dell'organismo. Questa insoddisfazione dériva dal
fatto che alcuni organismi presentano caratteristiche non
adatte alla coltura su terreno artificiale (Tab. 1). I metodi
molecolari, di cui i più noti sono la PCR (Polymerase
Chain Reaction) e la LCR (Ligase Chain Reaction) si ba-

sano sull'amplificazione di un preciso frammento di DNA
e permettono almeno teoricamente di identificare anche

una sola molecola présente in un materiale clinico, au-
mentando cosi notevolmente la sensitività del test.

Il problema delle contaminazioni

Parallelamente quest'enorme sentitività costituisce anche

uno svantaggio per quanta riguarda l'eventuale presenza
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di contaminazioni che porterebbero ad un risultato falsa-

mente positivo. Il controllo puntuale delle tecniche di la-

boratorio con separazione delle diverse fasi (preparazione
del DNA, inoculazione délia reazione, analisi dei risultati)
in locali indipendenti, cosi come l'impiego dell'enzima
Uracil-N-Glycosylase) dovrebbero ridurre notevolmente
il pericolo di contaminazioni.

Le contaminazioni cosiddette «biologiche» (batteri pa-
togeni presenti sulla pelle o sulle mucose senza perd pro-
vocare nessun sintomo) possono provocare difficoltà nel-

l'interpretazione di un risultato positivo. A causa del loro
numéro ridotto non verrebbero identificati con metodi
meno sensibili, o verrebbero considerati come colonizza-
tori insignificanti nelPanalisi semiquantitativa di una col-

tura su terreno artibciale.

Identifïcazione dei organismi difïicili da coltivare

Questi metodi molecolari trovano una loro appbcazione

soprattutto dove i metodi classici forniscono risultati in-
soddisfacenti. A mo' di esempio si potrebbe citare il
Généré Bartonella, le cui speci Bartonella henselae e Bartonella

quintana (responsabili rispettivamente délia cat scrach
disease e délia bacillary angiomatosis) non sono coltivabili
in laboratorio anche partendo da prove cliniche giudicate
positive con la PCR. Tra gli agenti responsabili di infezioni
aile vie respiratorie Mycobacterium tuberculosis (responsabile
délia tuberculosi), Mycoplasma pneumoniae e Chlamydia
pneumoniae sono adatti a queso tipo di identificazione a causa
délia durata délia coltura (M. tuberculosis) o délia comples-
sità dei terreni (M. pneumoniae).

Identificazione di fattori di virulenza

In alcuni organismi coltivabili facilmente un'analisi
molecolare non avrebbe nessun senso se non permettesse di
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identificare dei fattori di patogenicità o di invasività
presenti in alcune varietà délia stessa specie non distinguibili
morfologicamente. Questa caratteristica viene particolar-
mente riscontrata nel batterio Escherichia coli i cui rappre-
sentanti apatogeni costituiscono la parte prépondérante
délia nostra flora intestinale. Alcuni ceppi sono pero in
grado di produrre tossine che aumentano notevolmente la
loro patogenicità causando forti diarree e complicazioni
cliniche anche molto rilevanti. A questo proposito si ri-
cordi ad esempio la recente epidemia in Giappone causata
da E. coli 0157:H7. A seconda dell'anamnesi del paziente
si giustifica perciô un'analisi di questo tipo. Utilizzando la
PCR abbiamo potuto aumentare la percentuale delle iden-
tificazioni dell'agente patogeno dal 26 a più del 50% nel
caso di pazienti sintomatici di ritorno da un viaggio men-
tre i campioni isolati da pazienti asintomatici risultarono
negativi.

Il batterio Corynebacterium diphtheriae, agente délia difte-
rite puô produrre una tossina identificabile in poco tempo
con la PCR senza dover ricorrere all'inoculazione del por-
cellino d'India, procedura laboriosa e lenta. I ceppi di questo

batterio, isolati nell'area zurighese da persone tossico-

dipendenti si rivelarono negativi per quanto riguarda la

produzione délia tossina.

CONCLUSIONI

Questo tipo di analisi puö essere effettuato per l'identiflca-
zione di innumerevoli agenti patogeni, che a causa délia
mancanza di spazio mi è impossibile elencare in dettaglio.
Le industrie produttrici di test per la diagnostica hanno lan-
ciato sul mercato alcuni kits per l'identiflcazione di batteri
o virus importanti economicamente. Nella maggior parte
dei casi l'analisi molecolare viene effettuata nel laboratorio
seguendo sistemi sviluppati nel laboratorio stesso o adattati
da metodi già pubblicati. Sia i cosiddetti «home made» test
che quelli reperibili commercialmente richiedono perö
personale specializzato e devono essere valutati prima del loro
impiego nella diagnostica di routine.

Problemi legati aile colture batteriche

- Batteri non coltivabili o difficilmente coltivabili (Mycobacterium le¬

prae, Irophyrema whippelii, Bartonella henselae, quintana).

- La coltura è influenzata da una precedente terapia antibiotica.

- La velocità di crescita è molto lenta (Mycobacterium tuberculosis).

- La coltura richiede terreni troppo elaborati per la diagnostica di
routine (Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Chlamydia
trachomatis).

- Gli organismi muoiono facilmente durante il trasporto (Neisseria

gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis).

- La coltura non ha nessun significato poiché nella stessa specie si

conoscono sia ceppi patogeni che non patogeni (Corynebacterium

diphtheriae, Escherichia coli enterovirulend.

Tab. 1

Fig. 1. Profili ribosomali di DNA provenienti da ceppi di Salmonella

enteritidis. Si noti la diversità dei profili ma l'idendtà dei profili 2, 3,
11. Il profilo 1 rappresenta DNA dal fago lamda digerito con l'en-
zima HincMl e viene usato come marker.
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